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1. BIOLOGIA DEL GENERO Trichoderma
1.1. Morfologia

El géneroTrichodermaagrupa hongos filamentosos anamorficos (mitoticos)
pertenecientes a la Division Deuteromicota y, aveszy a la clase de los Hifomicetos
(Gams y col., 1987). Se reproducen de forma asealt@tnando la formacién de
micelio y esporas (conidios), éstas ultimas forrsadapartir de células desnudas
(Webster, 1980). En algunos aislamientos se harittest estado perfecto, sexual o
teleomorfico (meidtico) dentro del géndiypocrea asi se han identificaddypocrea
virens como el estado teleomorfo deichoderma virens(Chaverri y col., 2001),
Hypocrea atroviridisel deTrichoderma atroviridgDodd y col., 2003) ¢lypocrea lixii
el de Trichoderma harzianum(Chaverri y col., 2003). Los primeros estudios
moleculares que indicaron que las especies delrgéhichodermason derivados
clonales ddHypocreaque han perdido la capacidad de completar su setaal gueron
los de Kuhls y col. (1996).

La mayoria de las especies d@eichodermaemiten grandes cantidades de
conidios, generalmente verdes, formados a partir adulas conidibgenas
enteroblasticas fialidicas (Kirk y col., 2001). Losnidiéforos son muy ramificados
(asemejandose a arbustos con forma piramidal), ¢stécados y sus células contienen
mas de un ndcleo. Los conidios son ovoides, coadpaormalmente lisa y con un solo
nacleo. El nimero de cromosomas por nucleo varia @& (Goldman y col., 1998) y
varia también el tamafio del genoma, por ejemplé B¥b paraTrichoderma reesei
(Martinez y col., 2008), 36,1 Mpb pafh atroviride y 38,8 Mpb paral. virens
(Kubicek y col., 2011).

1.2. Sistemaética

El géneroTrichodermase describid hace ya 220 afios (Persoon, 1794). Sin
embargo, debido a la similitud de sus especiesaxanomia del genéro basada en
criterios morfolégicos fue ardua hasta la llegaddas técnicas moleculares. Entre las
primeras clasificaciones, sustentadas en criteriogfolégicos, se encuentran las de
Rifai (1969) y Bisset (1991). Rifai estableci6 neeagregados especificos”, en cada
uno de los cuales encuadré especies filogenétidemdistintas pero con una
morfologia similar. M&s tarde, Bisset reviso lageeses delrichodermaexistentes, los
“agregados especificos” y algunas formas anamérfi@Hypocrea y propuso una
division con cinco secciones en el género: TRICHBDR, PACHYBASYUM,
LONGIBRACHIATUM, SATURNISPORUM e HYPOCREA (Bisset991).

Los primeros estudios no morfologicos, orientadosasacterizar cepas de
Trichoderma aplicaron caracteristicas fisioldgicas y/o biogjghs como por ejemplo
los perfiles de isoenzimas (Zamir y Chet, 198555#ta col., 1989; Grondona y col.,
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1997). En estudios posteriores, utilizando RFLRRes(riction Fragment Length

Polymorphisiy, RAPDs Random Amplified PoymorphibNA-PCR), secuencias de
diferentes zonas del genoma o marcadores SG&8uenced Characterized Amplified
Region, se identificaron cepas y monitorizaron agentebidcontrol (Muthumeenakshi

y col., 1994; Arisan-Atac y col., 1995; Hermosa ot.c2000, 2001a; Rubio y col.,

2005).

Los datos de secuencias de las regiones IfAt8ral Trancribed Spaceyy de
genes como los que codifican el factor de elongad@la transcripcional(tefla) o la
endoquitinasa 42eth43, han permitido establecer taxones molecularedi@ek y
col., 2003), describir nuevas especies cdmmohoderma asperellur(Lieckfeldt y col.,
1999) 0 Trichoderma parareesgDruzhinina y col., 2010), relacionar especies san
fase sexual (Chaverri y col., 2003), o distinguitipificar aquellas formas que son
dafinas para los cultivos de champifién (Hermosaly £999, 2000; Samuels y col.,
2002). En el afio 2006 se publico un listado de d€jicies del génertrichoderma
identificadas a partir de secuencias de ADN (Dminlai y col. 2006).

En la actualidad, el género esta dividido encleglesque se agrupan en seis
secciones: TRICHODERMA, PACHYBASYUM, LONGIBRACHIATM,
SATURNISPORUM, HYPOCREARUM y BREVICOMPACTUM (Druzhina y col.,
2011), y son reconocidas, por la Subcomision laigomal deTrichoderma/Hypocrea,
mas de 150 especies (http://www.isth.info/biodiigfimdex.php).

1.3. Ecologia

Trichodermaincluye hongos de rapido crecimiento que aunquehsdituales
en suelos forestales y agricolas (Klein y Evelel#98), se han aislado en todos los
continentes (Hermosa y col., 2004). Los hongosdte género se desarrollan en una
gran variedad de sustratos y bajo un amplio rargydecthperatura, aunque muestran
preferencia por los suelos acidos y ricos en nat@manica (Hubbard y col., 1983;
Klein y Eveleigh, 1998; Druzhinina y col., 2010 s trabajos mas recientes, algunos
basados en datos de metagendmica (Friedl y Druhi@012), se ha observado que el
namero de especies por ecosistema es bajo (Saadiery col., 2009).

Estos hongos del suelo, en principio, descompoesdde materia organica
muerta, también actian como parasitos alimentandesetros hongos. Un analisis
comparativo de los genomas OereeseiT. atroviridey T. virensha demostrado que el
micoparasitismo es la forma de vida ancestral dahegp Trichodermay que,
posteriormente, surgié la colonizacién de la rieosf hecho que se habria visto
favorecido por la presencia en el suelo de patéggrexudados de la raiz de las plantas
(Kubicek y col., 2011). Varios estudios han mogirgde la colonizaciéon de la raiz por
Trichodermase limita a los espacios intercelulares sin algaihzs vasos (Yedidia y
col., 1999; Yedidia y col., 2000; Chacén y col.02)) y que el hongo se beneficia de
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los exudados de las raices de la planta y de taqmiéon del nicho a colonizar (Woo y
Lorito, 2006; Rubio y col., 2012). Recientementélizando cepas ddrichoderma
marcadas y mutantes deabidopsis se ha observado que el SA de la planta impide el
acceso del hongo a su sistema vascular (Alonso{Ramicol., 2014). Ademas, algunas
de las especies derichodermatienen como habitat tejidos de las plantas, dseale
desarrollan como enddfitas sin causar dafos aparéBailey y col., 2006, 2008; Bae y
col., 2009).

Otro aspecto a destacar es la resistencia relatevavarias especies de
Trichodermaa numerosos plaguicidas organoclorados de tiposeitidn (Katayama y
Matsumura, 1993; Shaban y EI-Komy, 2001) o fungisidde tipo bencimidazol
(Mukherjee y col., 2003), todos ellos muy utilizaden agricultura. Esta condicion,
junto con su velocidad de crecimiento y su facih@dcion a diversas condiciones
climaticas y edéaficas dan arichoderma ventaja, sobre otros muchos hongos
filamentosos, en la colonizacién de suelos traaplicacion de estos tratamientos, y
hacen de estos hongos unos excelentes candidagesntes de control biologico.

2. TRICHODERMA PARAREESEI

T. parareeseies una especie que agrupa ancestrosl.deeesédHypocrea
jecorina productores de celulasas, descrita hace relativipmoco tiempo (Atanasova
y col., 2010) (Figura 1). Por tanto, hasta la dpstn de esta especie, sus cepas fueron
consideradas como pertenecientés acesdH. jecorina La cepa QM6a dé&. reeseli
una especie con excelente capacidad para prodozimas celuloliticas y diversas
aplicaciones en biotecnologia, aislada por el ©@eQuartermaster de Investigacion y
Desarrollo del ejército de EE.UU durante la segugdarra mundial en la isla de
Bougainville (Islas Salomon) (Reese y col., 195@)considerd el ancestro de todas las
cepas dd. reeseiutilizadas en la industria pues, segun parecisgipoexclusivamente
reproduccién asexual. Sin embargo, estudios filétiens posteriores establecieron que
T. reeseiera un derivado clonal dd. jecorina que habia perdido su capacidad de
reproduccion sexual (Kuhls y col., 1996). Y, tralsamas recientes han rechazado la
clonalidad de QM6a (Seidl y col., 2009) y revelad@ historia de recombinacion en
esta cepa similar a la de los aislamientos teleficodrdeH. jecorina (Druzhinina y
col., 2010).

Estudios basados en el andlisis de secuenciasadedntos de genes que
codifican la subunidad 1l de la ARN polimeraspb@) y la quitinasa GH18cHil8-5
(Atanasova y col., 2010), y fragmentos del ¢efla o de los genes que codifican la
calmodulina 1 ¢all) y una proteina nuclear esencias() (Druzhinina y col., 2010),
han mostrado una solida separacion filogenéticee éas especie$. parareesely H.
jecorina Ademas, se han observados claras diferenciat lgbigat ocupado por esas
dos especiesl. jecorinaagrupan a la mayoria de las cepas aisladas deanagéantas
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en descomposicion, mientras qde parareeseiengloba Unicamente aislamientos
obtenidos de suelo.

Ambas especies son cosmopolitas y aunque se hadaisn Africa (Ghana,
Etiopia) y Asia (Sri Lanka, Indonesia), son masralamtes en Sudamérica y América
Central (Druzhinina y col., 2010).

Figura 1. Morfolog|a deTnchoderma parareesmA) cultivo de 4 d|as en medlchrn
Meal Agarcon 10% Dextrosa” (CMD), B) cultivo de 4 dias eadio “Low Nutrient Agat
(SNA), C) cultivo de 4 dias en medio Patata DedrAgar (PDA), D) conidi6foros de 9
dias, E) conidiéforos de 3 dias, F) fidlidas dei@&dG) fidlidas de 8 dias y H) conidios
(tomado de Atanasovay col., 2010).

T. parareesealcanza su mayor crecimiento en un rango de teatyrarentre 30
y 37°C, valores muy elevados en comparacion caoargjo de crecimiento optimo de
24-28°C descrito para otras especieJdehodermae Hypocrea De hecho, el micelio
deT. parareesecubre la superficie de una placa Petri que comateimgmedio rico tras
tres dias de incubacidn a una temperatura entse 2BC. También se han observado
diferencias entrd. parareesely H. jecorinaen la conidiacién, mucho mas abundante
en la primera y siendo sus conidios de color vedwrillento o verde oscuro y
brillantes. Comadl. parareesese adapta mejor qu¢ jecorinaa diferentes condiciones
de luz, la primera presentando su mayor crecimibajo condiciones de iluminacion, y
ambas especies muestran grandes diferencias eimdaaion de un gran niamero de
fuentes de carbono, es plausible pensar que anspbasies ocupen nichos ecolégicos
separados. Ademas, parareesepresenta elevadas habilidades micoparasiticagfeent
varios fitopatdgenos mientras que lasHigecorinason solo moderadas (Atanasova y
col., 2010).

La incapacidad de reproducirse sexualmente impdicgue T. parareesei
presentase un bajo nivel de polimorfismo que, ¢tednente, la haria mas vulnerable a
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los cambios ambientales. Sin embargo, esta espeesenta una gran versatilidad
fisioldgica ya que es capaz de crecer y formar danites conidios utilizando una gran
variedad de fuentes de carbono y en un amplio ralegytemperaturas y posee una
elevada habilidad micoparasitica, lo que la cotereren una especie fuertemente
oportunista y con potencial como agente de bioocb(fRubio y col., 2014).

3. MECANISMOS DE ACCION DE Trichoderma COMO AGENTE DE
CONTROL BIOLOGICO

El control biologico es el uso de organismos bemfbs para reducir los
efectos negativos producidos por organismos intks®g para promover respuestas
positivas en las plantas. Una definiciébn de contiolégico capaz de dar cabina a las
nuevas técnicas de biologia molecular aplicadas #idtecnologia, la enuncié la
Academia Nacional de Ciencias de los EE.UU. (NAB7): “Se conoce como control
bioldgico a la utilizacion de organismos naturatesnodificados, genes o productos
génicos, para reducir los efectos de organismoeseables, y para favorecer
organismos Utiles para el hombre, tales como adfivarboles, animales vy
microorganismos beneficiosos”. Por tanto, el bidadmo solo se limita a controlar las
enfermedades de las plantas, sino que tambiéras@ore con los beneficios directos
que algunos microorganismos ejercen en las pléStaseh y col., 2010).

Desde que Weindling en el afio 1932 describieraafsa@dad antagonista de
Trichoderma lignorum (ahora Trichoderma virid¢ sobre Rhizoctonia (Weindling,
1932), algunas de las especies de este género estén los agentes de control
biologico mas utilizados en agricultura (Chet, 198farman, 2000; Monte, 2001;
Harman y col., 2008, 2010; Howell, 2003, 2006).

En la actualidad, se reconocen varios mecanismaaccién deTrichoderma
spp. como agente de control biolégico: micoparasiti, antibiosis, competencia con el
patégeno, promocion del crecimiento de la plamtereimento de su tolerancia frente a
estreses abidticos y estimulacion de sus defemsatefa patdégenos (Benitez y col.,
2004; Harman vy col., 2004; Lorito y col., 2010; &sh y col., 2010; Hermosa y col.,
2012).

3.1. Micoparasitismo

Relacion en la quelrichoderma (hongo parasito) se beneficia del hongo
hospedador, del que obtiene nutrientes sin apentedla a cambio, causadndole estrés o
incluso la muerte. Cuando ocurre esto ultimo sdahdb parasitismo necrotrofo para
diferenciarlo del parasitismo biotrofo, en el qaensantiene relacion con células vivas
durante largos periodos de tiempo.
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Durante el proceso de micoparasitismo (Figurar2premer lugar,Trichoderma
localiza al patdbgeno y comienza a crecer por qunopismo hacia éste (Lu y col.,
2004). El gradiente quimico, generado por los petatude hidrdélisis de la pared celular
de los hongos diana, se debe a una secrecidon s@lugs enzimas de degradacion de
pared celular. Aunque las diferentes cepasTdehodermapueden seguir distintos
patrones de induccién de genes que codifican g&tede enzimas hidroliticas, parece
seguro que una exoquitinasa extracelular, produdeldorma constitutiva a bajos
niveles, podria estar implicada en este proceda. &®quitinasa provoca la liberacion
de ciertos oligdbmeros de la pared del hongo digona,inducen la expresion de genes
gue codifican endoquitinasas (Brunner y col., 20@@&man, 2006) que al ser liberadas,
difunden y hacen quérichodermacomience el ataque al hongo diana antes de que se
haya producido el contacto fisico (Viterbo y caD02).

Una vez que los hongos entran en contattcchodermapuede enroscarse
alrededor de su presa y formar estructuras esjzadak de tipo apresorio (Figura 2),
con las que podra penetrar en el interior de l&ss hdel patégeno. Esta unidén parece
estar mediada por la interaccién entre carbohidrégeneralmente galactosa o fucosa)
de la pared celular dérichodermay lectinas del hongo diana (Inbar y Chet, 1996;
Rocha-Ramirez y col., 2002; Reithner y col., 20B8&ilinger y col., 2005). Cuando
ocurre el contactdlrichodermaproduce varias enzimas hidroliticas y antibiéticosmo
los peptaiboles que producirian poros en la pareldlac del hongo parasitado
(Schirmbock y col., 1994; Mukherjee y col., 2011).

Finalmente Trichodermadigiere el contenido intracelular del hongo, fgae va
acompafiada de algunos cambios morfologicos comaoliaacion, pérdida de
citoplasma y desintegracion de las hifas del hesged (Benhamou y Chet, 1996)
(Figura 2). En algunos casos, también se ha olderuaa esporulacién de
Trichodermatras la completa digestion del hongo atacado (Elkeal., 1984).

Las principales enzimas degradadoras de paredaceloiplicadas en el
micoparasitismo dérichodermason quitinasa{}-1,3-glucanasa$i-1,4-glucanasa$§i-
1,6-glucanasas y proteasas (Sanz y col., 2004).

La quitina, homopolimero de N-aceffitb-glucosamina (NAG) con uniongs
1,4 es uno de los polimeros mas abundante en Usaleta después de la celulosa, y
forma parte del exoesqueleto de insectos, de lertalde crustaceos y de huevos de
nematodos y de la pared celular de hongos (Li, A0 hidrélisis enzimatica de la
quitina esta catalizada por un sistema quitinaliticle envuelve endo y exoquitinasas
(EC 3.2.1.14). De acuerdo a la clasificacibon CAZarbohydrate Active Enzymes
database, http://www.cazy.org/), el sistema quiitiico pertenece a la familia 18 de las
glicosil hidrolasas (GH18) y N-aceft-hexosaminidas (EC 3.3.1.52), miembros de la
familia 20 de las glicosil hidrolasas (GH20). Lasdequitinasas rompen al azar los
enlaces glicosilicos a lo largo de la cadena déinguly las exoquitinasas rompen
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progresivamente 2 unidades de extremos reducidos yeducidos de la cadena de
quitina. Las subunidades rotas pueden ser, a sucuaxzertidas en monémeros de N-
acetil-D-hexosaminas. Ademas, la quitina puede @rcialmente deacetilada a
quitosano por accién de las quitinadeacetilasas @&&1.41), las cuales, estan
clasificadas dentro de la familia 4 de las carb@halesterasas (Grover, 2012; Gruber y
Seidl-Seiboth, 2012).

Las quitinasas son las enzimas degradadoras dd peldar deTrichoderma
mejor estudiadas ya que ellas estan envueltas eenmladelacion y reciclado de la
propia pared del hongo y en la degradacién de tadpaelular de otras especies
fungicas (Gruber y Seidl-Seiboth, 2012; Nicolasol,2014). El efecto antifungico de
las quitinasas se demostrd, en ensagogitro, tras observar que su presencia en la
mezcla de reaccién inhibia el crecimiento o la geagion de las esporas de distintos
hongos patogenos (Lorito y col., 1993). Posteriami@ela sobreexpresion de genes que
codifican quitinasas mejoraba la capacidad antatpride las cepas d&ichoderma
confirmando el efecto antifingico de estas enzithason y col., 1999; Viterbo y col.,
2001; Limon y col., 2004). Por ejemplo, la sobreesmn enT. atroviride del gen
ThEnR42, que codifica una endoquitinasaTeharzianum aumentaba su capacidad de
biocontrol frente @enicillium digitatum(Deng y col., 2007). Ademas, desde que en un
trabajo pionero en el campo de la biotecnologidesrostrara que plantas de tabaco y
de patata que sobreexpresan el GleBn-42eran mas resistentesérizoctonia solany
Alternaria solani(Lorito y col., 1998), son numerosos los trabajoe describen la
utilidad de este tipo de genes para incrementaedstencias de las plantas tanto a
patdgenos de suelo como a patdgenos foliares @éigotol., 2014).

Por su lado, las glucanasas agrupan un gran nudeeemzimas que degradan
homopolimeros lineales o ramificados de D-glucasdas mediante enlacesy/o 3.
Las glucanasas se clasifican segun el tipo de @slalore el que actian y su modo de
accion. Las mas estudiadas, €richoderma, corresponden al grupo de I18sl1,4-
glucanasas o celulasd$;1,3-glucanasas f-1,6-glucanasas, aunque también se han
descrito otras como last-1,3-glucanasas. Se han purificado numeroBak 3-
glucanasas dentro del générochodermaque, en ensayas vitro, han demostrado
inhibir el crecimiento o la germinacién de diststoongos (de la Cruz y col., 1995b;
El-Katatny y col., 2001). Efl. reeseise han identificado al menos tres formas
diferentes de endoglucanasas (EGI, EGIl y EGIfs dlucanocelobiohidrolasas (CBHI
y CBHII) y distintasp-glucosidasas, que actuan sinérgicamente en lad&gon de la
celulosa (Hui y col., 2001).

Las[3-1,6-glucanasas degradan polimeros de glucosasiniddiante enlacs
1,6, tanto en su modo endo (EC 3.2.1.75) como Exb3.2.1.21). Se han purificado
varias endd3-1,6-glucanasas de la cepaharzianumT34 (de la Cruz y col., 1995a;
Montero y col., 2005) y clonado los genes relativiognl16.2(Lora y col., 1995),
bgnl16.1y bgnl6.3 (Montero y col.,, 2007). Estos trabajos las han ciefado
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directamente con el micoparasitismo, ya que transfotes que sobreexpresan algunos
de estos gendgenen mayor actividad antifingica frente a hongaggenos come.
solanio Botrytis cinereaque la cepa silvestre.

Finalmente, las proteasas que, por su naturalezdivarsa, participan en una
gran variedad de procesos fisiologicos como morfegis, nutricion, metabolismo y
procesamiento de proteinas extracelulares paratsa@on (Howell, 2003). PRB1 fue
la primera proteasa descrita dmichoderma una serin proteasa basica aislada y
caracterizada enT. harzianum (Geremia y col., 1993). La incorporacion de
transformantes d&. harzianunque sobreexpresan el gerbl a suelos infectados con
R. solanireducia significativamente la enfermedad causadagie patdégeno en plantas
de algodén (Flores y col., 1997). También, otrdnsproteasa dd. harzianumT34,
PRAL, con efecto nematicida, se ha relacionado, Sooipatrén de expresion, con
micoparasitismo (Suarez y col., 2004).

Figura 2. Trichodermaparasitando al hong®hizoctonia solanikEn la foto de la izquierda,
Trichoderma (T) parasita una hifa dé&k. solani (R), se observa una reaccion de
enroscamiento tipico de esta interaccion. La fabcgntro muestra una ampliacion de la
interaccién TrichodermaRhizoctoniaen la que pueden observarse las estructuras tipo
apresorio (A). La barra equivale a 10 pm. En la fd¢ la derecha, aparece una hifa de
Rhizoctoniade la que se ha retirado la hifa @echoderma observandose los poros
provocados por el micoparasito en algunos puntosniin entre ambas hifas (tomado de
Harman y col., 2004).

3.2. Antibiosis

La antibiosis consiste en la inhibicion del cre@ntdo de un organismo por los
metabolitos secundarios producidos por otro, se medie contacto fisico entre ellos.
Los metabolitos secundarios, son moléculas no &descpara el crecimiento del
organismo, pero tienen un importante papel en g@itadn, desarrollo e interaccion con
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otros organismos (Keller y col., 2005; HoffmeisyeKeller, 2007; Osbourn, 2010), y
son frecuentemente sintetizados cuando el crecimiactivo se detiene o bajo
determinadas condiciones de cultivo, generalmeel&cionadas con situaciones de
estrés (Keller, 2005). Varios estudios donde séizaneomparativamente los genomas
deT. reesei T. atroviridey T. virensrevelan la existencia de un amplio repertorio de
genes putativos de la biosintesis de metabolitognskarios, no solo implicados en la
inhibicién del crecimiento de patdgenos, sino ta&nken la induccion de crecimiento y
de resistencia en las plantas (Viterbo y col., 2000kherjee y col., 2012; Vinale y col.,
2012; Hung y col., 2013).

Durante varios afios se ha utilizado una clasificadle los metabolitos de
Trichodermabasada en la estructura quimica de las moléc@amdithamparam vy
Ghisalberti, 1998; Reino y col., 2008), que logrihsia en dos grandes grupos: (1)
metabolitos volatiles y de bajo peso molecular, quduye compuestos aromaticos
sencillos, algunos policétidos tales como pironasutenolidas, terpenos volatiles y
metabolitos de isociano, todos ellos compuestostivamente apolares, y (2)
metabolitos polares de alto peso molecular queodospeptaiboles y los compuestos
de tipo dicetopiperazinas, gliotoxina y gliovirinpueden ejercer su actividad por
contacto directo entférichodermay sus antagonistas.

En la actualidad (Vinale y col.,, 2014), los met#bsl secundarios de
Trichodermamas importante, considerando su actividad frefite@atdgenos, son:

3.2.1. Pironas

La 6-pentil-pirona (6PP) posee olor a coco, eoripuesto mejor estudiado de
este grupo y uno de los primeros volatiles antiitogyaislados dérichoderma(Vinale
y col., 2008; Rubio y col., 2009; Mukherjee y c@012), y se aislé por primera vez en
T. viride (Collins y Halim, 1972). Varios estudios indicameq6PP tiene efecto
antifngico contra hongos patégenos corasolani(Claydon y col., 1987Fusarium
oxysporum(Scarselletti y Faull, 1994) Botrytis spp. (Poole y col., 1998); y, a bajas
concentraciones (1 ppm), activa los mecanismoseflenda de las plantas y regula su
crecimiento, como se ha observado en guisante gt&(Winale y col., 2008).

Se han aislado d&richodermaotros compuestos derivados de 6PP, como es el
caso de la 6-pent-1-entHpirona, capaz de inhibir el crecimiento Be solaniy B.
cinerea (Cooney y Lauren, 1999) y la viridepironona, queesenta actividad
antagonista frente &clerotium rolfsii(Evidente y col., 2003). Ademas, se ha propuesto
gue muchos metabolitos derivados de la 6PP sorugismbs enTrichodermacomo un
mecanismo de destoxificacién del hongo (Daoubily, @909). Y, mas recientemente,
se ha observado que la pirona cistoporona S pateelad antibidtica frente algunas
bacterias y hongos (Ishii y col., 2013).

11
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3.2.2. Cerinolactona

Una hidroxi lactona aislada d&ichoderma cerinuny que presenta actividad
frente aB. cinereg R. solaniy Pythium ultimun{Vinale y col., 2012).

3.2.3. Policétidos

Constituye el grupo mas amplio de metabolitos s#&uos fungicos. Una
policétido sintasa es un complejo multienzimétiee garticipa en la biosintesis de
precursores de policétidos. Todos se originan\&ésrae la unién de multiples acidos
grasos de cadena corta, como acetato o propidoaggoolicétido sintasa pueden, a su
vez, estar relacionadas con genes de la ruta tisende otros antibiéticos (Kennedy y
col., 1999). Analisis de genomas de cepadiehodermahan revelado qué&. reesei
contiene 11 putativas policétido sintasa (Martinezol, 2008), mientras qué.
atroviride y T. virens poseen 18 (Kubicek y col., 2011). Hay poca infarda
funcional sobre sus propiedades bioldgicas y selpap biocontrol ddrichodermay
solo se ha observado una induccion de genes qifecangolicétido sintasas durante el
crecimiento deTrichodermaen medio sintético (Mukherjee y Kenerley, 2010n S
embargo, se ha demostrado recientemente que laipdién del gentri4 en
Trichoderma arundinaceurbloquea la formacion de harzianum A (un trichoteje
pero, paralelamente, se forman varias aspinolidalcétidos), algunas de ellas con
actividad antagonista frente Ba cinereay con capacidad para inducir en tomate la
defensas frente a este patdégeno (Malmierca y2ftil4a).

Las koningininas son un tipo de policétidos aisldddrichodermaspp. (Reino
y col., 2008). Las koninginina A, B, D y E presengactividad antibiotican vitro frente
al patbgendsaeumannomyces graminiar. tritici (Ishii y col., 2013). La koninginina
D también inhibeR. solanj Phytophthora cinnamomiPythium middletonji F.
oxysporumy Bipolaris sorokiniana(Dunlop y col., 1989). Y, recientemente, se han
identificado las formas I, J y K de koninginina (Zhy col., 2014).

3.2.4. Terpenos

Constituyen el grupo de metabolitos secundarios abasdante y ampliamente
distribuido en la naturaleza. Poseen actividadeg diuersas tales como antibacteriana,
antifingica, antivirica, antiparasitaria, antitualoy antiinflamatoria (Savoia y col.,
2004; Trombetta y col., 2005; Chinworrungsee y,c2008). Y, en los ultimos afios,
han demostrado su potencial en biocontrol (Malnaigrcol., 2012, 2013).

A diferencia de policétidos y peptaiboles, en lashitesis de los terpenos
intervienen grandes proteinas individuales qudqpaain en los diferentes pasos de su
ruta biosintética que puede dividirse, a grandegas, en cuatro grandes etapas: sintesis
del precursor isopentil difosfato (IPP), producetohongos por las ruta del mevalonato
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(Daum vy col., 2009); adicion repetitiva de IPP pftanar homadlogos prenil difosfato
que serian los precursores de las distintas cldse®rpenos; conversion del prenil
difosfato por terpeno sintetasas especificas @ndduccion de esqueletos terpénicos y
modificaciones enzimaticas secundarias del esqué&tarbono para dar los diferentes
productos naturales (Dudareva y col., 2004).

Los compuestos terpénicos, formados por una o svamédades de IPP, son:
hemiterpenos (ej. isopreno), monoterpenos (mealchnfor, geraniol, etc.), diterpenos
(taxol), triterpenos (esterol) y sesquiterpenognfireno y los trichotecenos). Esta
descrita la ruta de biosintesis, incluyendo algug®®es reguladores, en varias especies
de Fusarium (Brown y col.,, 2004; Kimura y col., 2007). En lat@alidad, enT.
harzianumse han aislado y caracterizado funcionalmentegérses que codifican las
enzimas de algunas de esas etapas com@&linvolucrado en el paso de escualeno a
oxidoescualeno, grg7, involucrado en el paso de oxidoescualeno a lama<iCardoza
y col.,, 2006b). También el gehnmgR que codifica la hidroximetil glutaril CoA-
reductasa, la enzima cabecera de la biosintesiterdenos (Cardoza y col., 2007).
Recientemente, la sobreexpresionedgl en T. harzianumha mostrado que reduce su
habilidad para inducir genes de defensa en tomate gapacidad para colonizar las
raices de esta planta (Cardoza y col., 2014). kourepresentante del grupo de los
diterpenos aislado derichodermaes la harzianodiona (Ghisalbeyticol., 1992), pero
no parece tener actividad antifangica. También @&e &islado un gran numero de
sesquiterpenos ddrichoderma que han mostrado tener actividad antibacteriana,
antifingica o neuroléptica (Bennett y Klich, 208&rg y col., 2004).

Las especies dé&richodermapertenecientes atlade BREVICOMPACTUM
tienen la habilidad de producir trichotecenos, ola@e de sesquiterpenos que, en los
ultimos afios han llamado la atencién ya que seribeson como micotoxinas
importantes deFusarium con fitotoxicidad y toxicidad para humanos y azles
(Desjardins 'y Protror, 2007; McCormick y col.,, 2pl1lla identificacion y
caracterizacion de los gen@®l en Trichodermaha mostrado que su organizacion
difiere de aquella observada dfusarium (Cardoza y col.,, 2011)Trichoderma
brevicompactum y T. arundinaceum producen dos trichotecenos diferentes,
trichodermina y HA, respectivamente. Mientras cqadrichodermina posee actividad
antilevadura y es fitotoxica (Tijerino y col., 20)1HA es un trichoteceno no fitotdxico
que retiene una significativa actividad antifingicaque también induce genes de
defensa frente a patdgenos en la planta (Malmigowd, 2012, 2013).

3.2.5. Isocianos
Compuestos muy inestables y de dificil aislamientarios metabolitos

isocianos denominados homothallinas, aisladosradoderma koningjihan mostrado
actividad frente &hytophthoraspp. (Reino y col., 2008).
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3.2.6. Viridina

Compuesto antifungico aislado de especies cdmdoningii T. viridey T.
virens (Golder y Watson, 1980; Singh y col., 2005), y aapacidad para inhibir la
germinacion de esporas de una gran variedad deobkomades comdotrytis allii,
Colletotrichum linj Fusarium caeruleumPenicillium expansumAspergillus nigero
Stachybotrys atréBrian y McGowan 1945; Ghisalberti, 2002).

3.2.7. Peptaiboles

Péptidos lineales con 7 a 20 residuos de aminocgcydgue presentan las
siguientes caracteristicas estructurales: a) urta @roporcion de acidoo-
aminoisobutirico, b) el extremo N-terminal aciladmrmalmente acetilado, y ¢) un
amino alcohol en el extremo C-terminal, por ejemigoilalaninol, valinol, leucinol,
isoleuciol o triptofanol (Cardoza y col., 2005, by Rodrigues, 2007).

Los peptaiboles son producidos por un gran numeeo agpas de
Trichoderm@Hypocrea(Degenkolb y col., 2008; Hermosa y col., 20143eysintetizan
por medio de péptido sintetasas no ribosémicas @$RFue, gracias a un sistema
modular semiautonomo, son responsables de la aidiya modificacion vy
condensacion no ribosdmica de los aminoacidos gtegraran la cadena final del
peptaibol. Wiest y col. (2002) llevaron a cabo,Tervirens,la primera caracterizacion
de un gen que codifica una NRPS Techoderma(Tex). Posteriormente, se han
aislado y caracterizado otros genes que codifiemtaboles de diferentes subfamilias:
Salpsl y Salps2 eh. harzianum(Vizcaino y col., 2005, 2006g)bslenT. atroviride
(Komon-Zelazowska y col., 2007),Tyex2enT. virens(Mukherjee y col., 2011).

En lineas generales, los peptaiboles presentawidacti antibidtica contra
bacterias Gram positivas y hongos (Jen y col., 198Actuan sinérgicamente con las
enzimas degradadoras de pared celular en la indribide hongos fitopatégenos
(Schirmbéck y col., 1994; Lorito y col., 1994). &stcompuestos también han sido
descritos como elicitores de respuesta de defemsglanta frente a patdgenos
(Engelberth y col., 2001). La aplicacion de alagie#, un peptaibol proveniente de
virens,induce una respuesta local y sistémica en plangs@iak y col., 2010).

3.2.8. Compuestos de tipo dicetopiperazina

Gliotoxina y gliovirina son los metabolitos aisladde cepas d&richoderma
mas importantes de este tipo de compuestos. Lass d@pdeT. virensque producen
gliotoxina pero no gliovirina son activas frent®asolanj mientras que las cepas P de
esta misma especie que producen solo gliovirinacamaces de inhibir B. ultimun
pero no &R. solani(Howell, 1999).
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3.2.9. Harzianolida vy &cido harzianico

La harzianolida se ha aislado de distintas cepds Harzianum(Almassiy col.,
1991, Claydory col., 1991; Ordentlicty col., 1992) y posee actividad antifingica, asi
como el acido harzianico, con propiedades antiftagyiy capaz de promover el
crecimiento de las plantas (Vinale y col., 2009).

3.3. Competencia con el patdogeno

Se entiende por competencia el desigual comportamiele dos o mas
organismos por un mismo requerimiento o recursanadeera que la utilizacion de éste
por uno de ellos reduce la cantidad disponible pmalemas. Estos requerimientos o
recursos pueden ser nutrientes, oxigeno, espagiam,filuz, etc. (Paulitz, 1990). La
ubicuidad deTrichodermaen suelos naturales y agricolas de todo el muddor{osa y
col., 2004) es una prueba de que es un buen catoppbr el espacio y por los recursos
nutritivos. Por otra parte, la capacidad de colania rizosfera de las plantas es un
punto clave en el control biologico (Yedidia y ¢dl999; Howell, 2003).

Se pueden encontrar varios ejemplos en los querssgdera la competicion por
los nutrientes como responsable directa del efagtagonista d@richodermafrente a
algunos patdgenos (Howell y Stipanovic, 1995; Hismden y Stabb, 1996; Lo y col.,
1996). A pesar de todo, es dificil determinar hasté puntolrichodermaes capaz de
ejercer su accion antagonista solo a través dergeticion o si, otros mecanismos
como el micoparasitismo o la antibiosis preparaaseknario para que la competicion
se lleve a cabo de una forma més eficaz (Harmd&g)20

La competicidbn por carbono, nitrégeno y hierro meagn papel importante
durante la interaccion entre hongos beneficiospsrjudiciales.Trichodermaes capaz
de movilizar y tomar nutrientes del suelo mas efiemente que otros hongo, hecho
gue lo hace mas competitivo (Vinale y col., 200&mbién se ha relacionado la mayor
capacidad dé@. asperellunpara movilizar hierro con su mayor habilidad pawatrolar
enfermedades provocadas poisariumen tomate (Segarra y col., 2010).

3.4. Promocion del crecimiento de las plantas

Ya hace algunos afios que se describié la capaddatirichoderma para
promover el crecimiento y el desarrollo de lasesilaterales de las plantas (Chang y
col., 1986; Yedidia y col., 2001), con el consiguieeincremento de la productividad en
los cultivos (Harman y col., 2004, 2006). Para egpleste hecho se habian sugerido
varios mecanismos como son: la produccion de festde crecimiento y vitaminas, el
control de patégenos menores, o la conversion derialano utilizable (metales como
hierro, zinc, manganeso y cobre) en formas que guedr utilizadas por las plantas
(Altomare y col., 1999).
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En los udltimos afios, varios trabajos que incluyeantamtes de plantas y
transformantes dd&richodermahan demostrado que algunas cepas de este hongo
pueden producir acido indol acético (IAA), la awxivegetal, regulando los niveles de
esta hormona en la rizosfera (Contreras-Cornejoly 2009; Hoyos-Carvajal y col.,
2009); incrementar la capacidad fotosintética (®arg col., 2009); o modificar la
arquitectura de la raiz, aumentando el nimero i@egasecundarias y pelos radicales,
para aumentar la toma de nutrientes (Samolski.y 2012). Ademas, su capacidad para
reducir la disponibilidad de etileno en las plantgs que disminuye los niveles de su
molécula precursora mediante la enzima l-amingmiofmano-1-carboxilico
desaminasa o ACCD desaminasa, promueve el cretontenlas mismas (Viterbo y
col., 2010).

En este mismo sentido, varios trabajos cientifiba® demostrado que la
presencia de metabolitos secundarios producidosalgunas cepas dérichoderma
tienen un efecto positivo en el desarrollo de ldntps (Vinale y col., 2012).
Koninginina, 6PP, trichocarano, harzianopiridonarirolactona, HA, aspinolidas y
acido harzianico son algunos ejemplos de compuesttados deTrichodermaque
promueven el crecimiento de la planta (Vinale y.,c8008; Vinale y col., 2012,
Malmierca y col., 2012, 2013, 2014a).

Por otro lado, no todas las especies y/o cepa3ridaodermaestimulan el
desarrollo de las plantas (Tucci y col., 2011; Hesany col., 2012; Rubio y col., 2012).
Por ejemplo,T. brevicompactunproduce efectos negativos en las plantas (Tijeyino
col., 2011a) que se han relacionado con la prodoabe trichodermina por parte de las
cepas de esta especie (Tijerino y col.,, 2011b).TY parareesei(T. reeseien ese
momento) ha mostrado buenas propiedades biofarttks en ensayas vitro ein vivo
(invernadero) (Rubio y col., 2014).

3.5. Incremento de las defensas de la planta frenéeestreses bioticos

Los vegetales son hipersensibles y, por su imgdakhi de huir, han elaborado
estrategias asombrosamente habiles de defensa paaistiva para hacer frente a los
estreses a los que estan sometidos. En las plagiaasljas agresiones que proceden de

otros seres vivos se denominan estreses bidticos.

3.5.1. Defensas de las plantas

Existen dos grandes tipos de defensa en las platastitutiva e inducible. La
constitutiva esta formada por barreras estructsir@kes como cuticula, lignina, ceras,
etc., que intentan impedir la entrada de patégehdsmas de estas barreras, las plantas
acumulan compuestos toxicos (glucoésidos, alcalpigés), que en muchos casos
poseen propiedades antimicrobianas, y que vanuaraeh el lugar de penetracion del
patdgeno. Cuando un microorganismo, superandorasarp linea defensiva o a través
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de heridas o de estomas, accede al interior diadiap se topa con la pared celular de
las células que poseen receptores de reconocimienpatogenos (PRRs), embebidos
en la membrana citoplasmatica, capaces de recoloscéamados patrones moleculares
asociados a patdgenoPathogen-Associated Molecular PatterosPAMPS). Estos
estan muy conservados en diferentes tipos de mgaonsmos, y los mas estudiados
son la flagelina o los lipopolisacaridos de lastéaas, la quitina de los hongos y [bs
glucanos de hongos y oomicetos. Una vez que los PABbn reconocidos por esos
receptores se desencadena una respuesta de detahspoco especifica, denominada
PAMP-Triggered Immunity (PTI) (Chisholm y col.,, 2006). Los PRRs también
reconocen loPamage-Associate Molecular Patter(@BBAMPS), compuestos generados
a partir de la planta por accién de enzimas hitica de los microorganismos como es
el caso de los oligogalacturénidos (Bruce y Pick#07). Sin embargo, esta respuesta
defensiva local puede extenderse sistémicamenteasa partes de la planta lejos del
punto de infeccion, estando este proceso mediadwafoentalmente por las
fitohormonas SA, JA y ET, aunque parece que ABAjras, citoquininas, giberelinas
(GAs) y brasinoesteroides actuarian también confialigadores de estas respuestas
(Pieterse y col., 2009).

La PTI suele ser suficiente para mantener contookldpatdégeno pero seria
insuficiente frente a los patdégenos adaptados @sudKatagiri, 2010), es decir,
aguellos que han evolucionado bien con cambioslegipermiten no ser reconocidos
por los receptores PRR o bien secretando moléetdasoras tales como proteinas Avr,
coronatina, GAs, etc. que les permiten suprimPTa (Dodds y Rathjen, 2010). En este
sentido, un patégeno puede producir de 20 a 3@oeéscdiferentes pero, a su vez, muy
especificos. El aumento de la susceptibilidad deldamta causado por este tipo de
moléculas se denomirtEfector-Triggered SusceptibilifETS) (Jones y Dangl, 2006).

Las plantas, por su lado, también han evoluciondekarrollando receptores
citoplasmaticos que les permiten contrarrestas anlaléculas efectoras y desencadenar
la Effector-Triggered Immunit{ETI). Destacan por su abundancia aquellos quegpos
un dominio de unién a nucledétidos (NBS) y un domirico en leucinas (LRR), los
NBS-LRR. La ETI generalmente conlleva una repudstaipersensibilidad (HR) en el
sitio de infeccion y suele proporcionar resisternia@al efectiva frente a los patdégenos
con estilo de vida biotrofo y hemibiotrofo (Glazebk, 2005). Sin embargo, también se
ha observado, en contra de lo que se creia, quePRANdmMo la flagelina y el péptido
bacteriano flg22 son capaces de inducir HR (Nattoly 2008).

Ya que tanto microorganismos como plantas poseehipied efectores y
receptores, respectivamente, la ETI se activa yimepsucesivas veces siguiendo un
modelo en zig-zag (Jones y Dangl, 2006), y la aomblifinal de resistencia o
susceptibilidad a la enfermedad sera proporciofBlTa— ETS + ETI). Actualmente se
cuestiona que PTI y ETI sean respuestas de defiiesantes ya que ambas provocan
cambios similares en el sitio de infeccidbn del pat® (Pitzschke y col., 2009):
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alcalinizacién del medio, apertura de canales @miproduccion de estreses oxidativo y
nitrosativo (Mur y col., 2013), activacion dmitogen-activated protein kinases
(MAPKS), reprogramacion de la expresion de genegrzamiento de la pared celular
mediante la acumulacién de depoésitos de calosgnmnh (Alonso-Ramirez y col.,
2014), aunque la ETI es cualitativamente mas fuernt&s rapida. Se ha propuesto que
PTI es la version débil de la ETI (Thomma y cad12).

La activacion de la cascada de las MAPKs, via swmesfosforilaciones,
desencadena la union de factores de transcripcidrgenes diana que regulan en las
plantas desde el desarrollo y la muerte celulagnarmoada hasta las respuestas a los
estimulos medioambientales y al ataque de los pat&y Esa activacion de la cascada
de las MAPKs por la PTI o la ETI culmina en la eegén de genes de defensa y
también en la sintesis de ciertas proteinas relad&s con la patogenicidad (PR) tales
como glucanasas y quininasas, el fortalecimientodadg@ared celular, el cierre de
estomas y la sintesis de fitoalexinas, resultadonenresistencia a los patégenos, en la
cual las hormonas de la planta regulan la prodaad&otras moléculas de defensa.

3.5.2. Redes de seirializacién en las defensaspiniiz

En el proceso de defensa de las plantas es fumdi@anet balance entre todas las
fitohormonas, que se logra mediante un complejtersia decross-talkhormonal, y
que, a su vez, esta equilibrado con el crecimieeigetal. Esta bien establecida la
importancia de SA, JA y ET como sefales primariasiae regulacion del sistema
inmune de la planta (Pieterse y col., 2009) (Fig)ra
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Figura 3. Cross-talkhormonal entre las fitohormonas fundamentalesaesefalizacion de respuestas

de defensa frente a estreses bidticos. La reld@®dA tiene un papel predominantemente antagénico

que tiene lugar a través de las proteinas WRKY7GRX480. En esta interaccién el ET también

desempefia una funcién balanceadora ya que potenciéa del SA por la proteina EIN2. La relacion
ET-JA es sinérgica debido al factor de transcripcidmun ERF1 (adaptado de Pieterse y co., 2009).
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Los patdgenos biotrofos son generalmente sensdblas respuestas reguladas
por SA, el cual se requiere tanto para la resiselocal como para la sistémica, esta
altima conocida como resistencia sistémica adoui(BlAR). Mientras que patdgenos
con estilo de vida necrotrofo, suelen sucumbirsadefensas controladas por JA'y ET,
que actuan como moléculas de traduccion de sefalinde respuestas sistémica
denominada resistencia sistémica inducida (ISRp &@&§ma requiere la proteina NPR1
(non-expressor of PR genes an regulador clave en la sefializacion de SA.

Las fitohormonas permiten a la planta estableceralance entre procesos
defensivos y procesos de desarrollo. Con frecugtagaplantas estan sometidas a la
invasion de multiples patdgenos y microorganismarsehiciosos que pueden influir en
la induccién de sus respuestas de defensa, laaeictvde diferentes mecanismos de
defensa implicaria unos costes energéticos denmasiagtados para las mismas. Esta
bien documentado que los cambios moleculares queerg@an los niveles de SA
reducen las defensas de respuesta a JA, y quealdd de genes de respuesta a SA
incrementa la expresion de genes inducidos porSpodl y col., 2003; Koornneef y
Pieterse, 2008; Ledn-Reyes y col.,, 2009). El efemtdagonico JA-SA depende
fundamentalmente de la proteina NPR1(Figura 3), agteva genes de defensa de
respuesta a SA comBR-1, ademas de factores de transcripcion como WRKY70 o
GRX480 que inhiben la expresion de genes de retspaekA (Pieterse y col., 2009). Se
han descrito varios reguladores que controlan tand@umulacién del SA inducido por
patégeno, como la acumulacién basal de la hormgpna,transduccién de su sefal,
entre ellos se encuentra la proteina EDS1 y aguetia las que interacciona (Dempsey
y col., 2011). Aunque la produccion de EDS1 se anetrolada por los niveles de SA
mediante un bucle de retroalimentacién positiva, hee demostrado una ruta de
sefalizacion de resistencia dependiente de EDSilipaependiente de la presencia de
SA (Venugopal y col., 2009).

La traduccion de sefial del JA se inicia con ladnrde la hormona activa, el
jasmonoil-isoleucina (Ja-lle), a su receptor COCorpnatine Insensitive )1 COI1
forma parte del complejo de ubiquitinacion SCF (SRpllin, F-box), de manera que
cuando se produce la unidén con la hormona, se datdeaccion entre COI1l y los
represores transcripcionales JAFagmonate-ZIM domajnocurriendo la degradacion
de éstos por el proteosoma y activandose la exprefs aquellos genes de respuesta a
JA que estaban reprimidos (Figura 4). Entre ellestata el factor de transcripcion
MYC2, que a su vez regula la expresion de otrogofas de transcripcion y
negativamente la suya propia. MYC2 es un reguladsitivo de genes de respuesta a
herida comoVSP (Vegetative Storage Protginy negativo de genes de respuesta a
patégenos necrotrofos corR®F1.2 (defensina) Yo-Chi (quitinasa) (Kazan y Manners,
2013) (Figura 3). Por otro lado, la degradaciotode]AZ también permite la expresion
del factor de transcripcion ERFEthylene-Response Factay, fjue induce la expresion
de genes de respuesta a necrotrofos e inhibe lagdellos de respuesta a herida
(Lorenzo y Solano, 2005).
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La ruta de transduccion de ET, hormona gaseosasgusintetiza de forma
ubicua en las plantas a partir del precursor Salemetionina, comienza con la
inactivacién de sus receptores -ETR1, ETEfhylene Resistant { 2), ERS1, ERS2
(ETR related sequencey?) y EIN4 (Ethylene Insensitiye por la union de la hormona
a los mismos. Estas proteinas tienen una funcidongante y una actividad represora
sobre la cascada de sefializacion de ET pues adiv&iTR1 Constitutive Triple
Response)l una proteina represora de la ruta. En preseleclET, CTR1 esta inactiva
y permite la rotura de EIN2, una proteina transnramd del reticulo endoplasmatico,
resultado un fragmento que pasa al nulcleo y cantlalactuaciéon de factores de
transcripcion primarios como EIN3 que, a su vepulan factores de transcripcion
como ERF1, punto de interseccion entre las ruthdAey del ET (Figura 3). ERF1
induce la expresion de genes de respuesta al EE, les que se encuentran los genes
de defensa frente a necrotrofos (Li y Guo, 2007).

El cross-talkJA-SA resulta en un antagonismo reciproco entigogarsaminos y
se ha interpretado como una estrategia adaptatiiasdplantas para ahorrar energia
frente a enemigos que son susceptibles a estragidefensa diferentes (Thaler y col.,
2012). Por ejemplo, eArabidopsisse suele priorizar el SA sobre el JA. Y, las @ant
utilizan ET como una forma de priorizar la induecide JA sobre SA en respuesta a
multiples atacantes.

En el caso de SA y ET, sugiere que existe una aegul positiva y negativa
entre ambas hormonas, pero aun no esta claro eégwoSe ha visto que en tomate, el
desarrollo de sintomas de la enfermedad produadaX@anthomonas campestrisy.
vesicatoriarequiere tanto de SA como de ET, y la acumulad@&rSA en las plantas
infectadas depende de la sintesis de ET (O’'Donnetl., 2001). Asi también, eA.
thaliana SA y ET pueden funcionar juntos para inducir domadamente varios genes
relacionados con la defensa (Schenk y col., 2000).

Al contrario que la relacibn SA-JA, la interacCiQtA-ET es sinérgica,
potenciando el ET la accion del JA a nivel de lesap de respuesta a patdgenos
necrotrofos debido a la existencia de un nodo comUembas rutas, el factor de
transcripcion ERF1 (Figura 3). Adicionalmente, @ también desempefia un papel en
la regulacion de la ruta del SA, induciéndola adsade EIN2, y constituyendo por
tanto, otro regulador del balance JA-SA (Pietersely 2009).

Las relaciones beneficiosas entre las plantas ymagoorganismos suelen
ocurrir en la rizosfera y ayudan a la planta a sampl®s estreses bidticos o abioticos
(Zamioudis y Pieterse, 2012). La raiz respondderatitesMicroorganism-Associated
Molecular PatternstMAMPS), y los microorganismos beneficiosos [ritiEy hongos
micorricicos, rhizobacterias promotoras del creento (PGPR) y hongos promotores
del crecimiento (PGPF)], sefalizan una defensa MAMEBgered Immunity (MTI),
similar a la PTI descrita anteriormente.
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3.5.3.Trichodermay las defensas de la planta

Durante muchos afios la capacidad de distintas cépdsichodermapara
proteger a la planta frente a patdégenos de ra@rimiyé a un efecto directo sobre el
patogeno (Chet y col., 1998). Sin embargo, se h@diado que, al colonizar las raices
de la plantaTrichodermaestimula los mecanismos de defensa de la mism&eyBa
col., 1993; Yedidia y col., 1999; Korolev y colQ@B; Segarra y col., 2009; Hermosa y
col., 2012, 2013) (Figura 4), lo que conlleva uorémento de su resistencia frente a
varios microorganismos fitopatdgenos e incluso nedws (Monte y col., 2001;
Harman y col., 2004).

Esta demostrado quérichodermainicialmente coloniza la superficie de las
raices de la planta para, posteriormente, penetrdais primeras capas de células de la
epidermis (Yedidia y col., 1999; Chacon y col., 2Q0donde permanece como un
microorganismo simbionte avirulento (Harman y cd@Q04; Woo y col.,, 2006),
provocando cambios en la arquitectura de la ra@mski y col.,, 2012) y otros
cambios sistémicos que afectan a sus defensag faepatdgenos y estreses abidticos
(Hermosa y col., 2012). También se ha demostradoagiemas de los depdsitos de
calosa, que se acumulan en la raiz ante la presdecmicroorganismo del suelo, la
produccion de SA por la planta juega un papel detemte en confinar &richoderma
al espacio apoplastico impidiendo su entrada eiist#ma vascular (Alonso-Ramirez y
col., 2014). Ademas se ha observado, mediante iesttiinscriptomicos, que en las
primeras horas de interaccion @iechodermacon la planta, en ésta ocurre una bajada
de genes de defensa relacionados con las rutasfidézacion de SA y JA, hecho que
permitiria aTrichodermacolonizar la raiz (Moran-Diez y col., 2012).

A su vez,Trichodermaen el establecimiento de la interaccion con latpla
produce una gran variedad de MAPMs vy algunos DAMR:mmMo la
endopoligalacturonasa ThPG1 (Moran-Diez y col.. 90que activan la MTI (Hermosa
y col., 2012). Entre los MAMPs que se han iderddic hay desde xilanasas (Roblat y
col., 2002) y celulasas (Martinez y col., 2001)thasrato plataninas (Djonovic y col.,
2006; Seidl y col., 2006), e incluso metabolitosuselarios como 6PP y otros que,
como se indic6 anteriormente, a bajas dosis puadeiar como MAMPs (Vinale y col.,
2008, 2012).

Parece ser que debido a la produccion de esaladrie MAMPS, algunos poco
comunes, la MTI desencadenada pachodermaes mas fuerte que la PTI provocada
por los patégenos (Lorito y col., 2010). Aunqueosee ha podido identificar una
asociacion MAMP-PRR, la de la xilanasa EIXT™eviride con el receptor LeEix2 (Ron
y Avni, 2004), los genomas deichodermason ricos en proteinas de union a quitina
con dominios de lisina (LysM) (Kubicek y col., 2034, por tanto, capaces de suprimir
la respuesta PTI de la planta ya que secuestranmotigposacaridos susceptibles de ser
reconocidos por receptores PRR como el LysM-CERlel Jonge Yy col., 2010).
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Las respuestas de la planta a la colonizacion Tpmhodermaincluyen la
secrecion de peroxidasas (Howell y col., 2000hi¢sintesis de compuestos terpénicos
(Howell, 2006), o la modificacién de los nivelesdfe SA y ET (Harman y col., 2004;
Lorito y col., 2010; Hermosa y col., 2013). Aundambién se sabe gdeichodermaes
capaz de suprimir la produccion de fitoalexinas ieaka y col., 2011) o degradar
exudados fendlicos de la planta (Chen y sol., 2011)

Por otro lado, y de forma similar a lo que ocuwa s patégenod,richoderma
puede producir efectores que activan una respiddtan la planta, pero en este caso
de tipo priming. Varios trabajos han demostrado la existencia pdening por
Trichodermaen ausencia de patdgeno, es decir, estimulapkatdéa para responder de
forma mas rapida y mas intensa frente a un atagstenor de un patégeno (Shoresh y
col., 2005; Djonovic y col., 2007; Segarra y ca2D0Q7; Tucci y col., 2011; Malmierca y
col., 2012, 2014a). En este sentido, se han idesdid enT. harzianuny T. atroviride
proteinas homologas a los efectores Avrd y Avr@&Ctosporium fulvun{Harman y
col., 2004), y se han descrito receptores NBS-LRPplantas de judia en interaccién
conT. atroviridey en plantas de maiz en interaccion dorharzianum(Marra y col.,
2006; Shoresh y Harman, 2008). Por tanto, las estps defensivas provocadas por
Trichodermaen la planta parecen cumplir también un modelnigleag (Lorito y col.,
2010).

Al contrario de los patdégenos, que activan la SARalizada por SA y asociada
con un incremento en la expresion de genes PR glanéa, Trichoderma al igual que
otras bacterias y hongos beneficiosos, generalnaatiea ISR, la cual culmina en la
acumulacion de compuestos asociados a las rutd8 gieET como son la fenilamonio
liasa y la peroxidasa (Shoresh y col., 2005). Sibargo, también se han descrito
respuestas de tipo SAR causadas Trichoderma longibrachiatunMartinez y col.,
2001), T. virens (Howell y col., 2003),T. asperellum(Segarra y col., 2007) &.
harzianum(Moran-Diez y col., 2009). Y ademas, se ha cordiimmque plantas tratadas
con Trichodermapueden desencadenar la respuesta SAR durantes |pegmdos de
tiempo, pero que cuando son posteriormente infastpdr un patégeno, pueden inducir
genes de la ruta del JA que provocan la repres@rgehes del patdogeno y que
desencadenan una respuesta ISR prolongada enngboti€Tucci y col.,, 2011;
Malmierca y col., 2012, 2014a). Por tanto, la sagan de respuestas ISR y SAR no
parece estan claramente delimitada.

La interaccion entrd@richodermay la planta es un proceso dindmico en el que
segun la cepa, la concentracion aplicada, el tipomdterial vegetal, el estado de
desarrollo de la planta y el momento y duracioadiateraccion, se pueden solapar la
expresion de genes sefalizados por las rutas &I 36 SA (Hermosa y col., 2012).
Ademas, ese diadlogo no se puede separar de laestap defensivas de la planta frente
a estreses medioambientales, formando un red amectada en la que fitohormonas
como IAA, ABA y GAs desempefian también un papeldrtamte (Pieterse y col.,
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2009; Hermosa y col., 2013). Y, estudios transénptos han demostrado también que
Trichodermainducen de forma activa cambios sistémicos ersialdgia de la planta,
modulando la expresion de genes relacionados ¢mases bidticos y abibticos (Alfano
y col., 2007; Moran-Diez y col., 2012).

El cross-talkentre la sefalizacion GA-JA y el balance DELLA-JAZgulado
por MYC, son elementos clave que interrelacionarcretimiento y las respuestas
defensivas en la planta (Kazan y Manners, 201232Hn Trichoderma como se
indico en el anterior apartado 3.4, se ha deskaipyoduccion de IAA y el descenso en
la cantidad de ET en la planta debido a la acc®tadenzima ACCD que sintetiza el
hongo. Segun esto y las interacciones existentes ks diferentes fitohormonas, se ha
propuesto un mecanismo por el guechodermaayudaria a balancear las respuestas de
defensa y de desarrollo en la planta (Hermosa.y 2013) (Figura 4). El descenso de la
cantidad de ET en la planta por accion de la AC@Onithodermase traduce en la
alteracion de los niveles del resto de fitohormonAsa reduccion de ET iria
acompafada de una bajada en los niveles de ABMgecoentemente, por su efecto
antagonico, de una subida de los niveles de GAs.debsionaria, una bajada en los
niveles de JA que provocaria un incremento delimieato en perjuicio de las
defensas. Por otra lado, la produccion de IAA, ademe favorecer el desarrollo
radicular de la planta, disminuye los niveles de yG@umenta los niveles de JA, lo cual
implicaria una parada del crecimiento y una prodmode las defensas.

More growth
Less defence

Growth
suppression is
compensated
with lateral root
increase

Less growth
More defence

X
T accs Q—HET H'ABA Q—HG'A g

Figura 4. Modelo hipotético de interaccion fitohormofalchodermaplanta. El descenso en la cantidad
de etileno (ET), provocado por accién de la ACCrdieasa del hongo, y la produccion de acido indol
acético (IAA), producen cambios en la red hormodel la planta que determinan el equilibrio
crecimiento/defensa de la misma. ABA: acido aboisigA: giberelinas, JA: acido jasménico, ACCD: 1-
aminociclopropano-1-carboxilico deaminasa, ACCS:aninociclopropano-1-carboxilico sintasa,
MIYC2: factor de transcripcién de genes de respuestJA, DELLA: reguladores negativos de la
sefializacion de GA, y JAZ: proteinasmonate ZIM domainmeguladores negativos de la sefializacién de
JA (tomada de Hermosa y col., 2013).
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3.6. Incremento de la tolerancia de la planta frerst a estreses abioticos

Los efectos beneficiosos dE&richoderma en plantas sometidas a estreses
abidticos estan bien documentados (Donoso y co08;2Bae y col., 2009; Shoresh y
col., 2010), aunque muchos de los factores queaantel estrés en las plantas son
todavia desconocidos.

Mastouri y col. (2010) publicaron que el tratamiede semillas de tomate con
T. harzianumacelera su germinacion, incrementa el vigor dglé@stulas y aminora los
efectos provocados por estreses térmico, osm&aloo e hidrico, ya que induciria
cambios fisologicos en la planta contra los dafixislativos. Estas respuestas son
comparables a los efectos provocados Riaformospora indicadurante su simbiosis
con la planta (Vadassery y col., 2009). Un mecaoismmun a través del cual los
hongos beneficiosos y las bacterias PGPR aumeatatelancia de éstas a los estreses
abidticos, seria la disminucién del dafio causadolp@cumulacién de especies de
oxigeno reactivas (ROS) que ocurre en las plarsiassadas (Mastouri y col., 2010).

4. APLICACIONES DEL GENERO Trichoderma

Las especies del génefoichodermaposeen caracteristicas que las dotan de un
gran interés no solo para la agricultura, sino i@émpara las industrias biotecnolédgicas
(alimentaria, textil, farmacéutica y ambiental). imaportancia y versatilidad de este
género, ha favorecido la secuenciacion del genceneegas dd. reesei(Martinez y
col.,, 2008), T. virensy T. atroviride (Kubicek y col., 2011),T. asperellum, T.
harzianum, Trichoderma citrinoviridg T. longibrachiatun(Grigoriev y col., 2012; Xie
y col., 2014), yTrichoderma hamatun{Studholme y col., 2013), aumentando el
conocimiento que se tiene de las mismas.

La capacidad de algunas cepasTdehodermapara secretar gran cantidad de
proteinas, las convierte en una alternativa corondas celulares para la produccion de
proteinas con diferentes fines biotecnoldgicos,ayaplas cuales, ya se dispone de
sistemas de transformacién eficaces (Cardoza y 2006a; Steiger, 2011). El mejor
ejemplo de especies deichodermacon interés industrial €B. reesei/H. jecorinasu
eficiente maquinaria de produccion y secrecion alel@sas (celobiohidrolasa 1 y Il, y
endoglucanasas | y Il) ha dirigiendo su explotacdémercial hacia &reas tan diversas
como las fermentaciones alcohdlicas, los deterggrdea el lavado de ropa, el blanqueo
del papel, la alimentacion animal o la producci@ admbustible (Rosgaard y col.,
2007; Seidl y col., 2008; Rahman y col., 2009; Sty col., 2012).

Sorprendentemente, aunque reesei/H. jecorinaes la especie con mayor

importancia biotecnolégica por la produccion indastde enzimas hidroliticas,
estudios comparativos de genomas revelan que poseeimero menor de genes
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celuloliticos y hemiceluloliticos quE. virensy T. atroviridey que, a su vez, explicaria
su menor habilidad micoparasitica (Kubicek y cd011). Sin embargo, trabajos mas
recientes han mostrado glieparareeseifilogenéticamente muy proximalareesei/H.
jecoring, posee una elevada capacidad antagonista, magnpréT. virensy T.
atroviride que aT. reesei(Atanasova y col., 2010; Druzhinina y col., 20Rybio y
col., 2014).

T. harzianumT. atroviride T. asperellumTrichoderma gamsii, T. viridg T.
virensson las especies mas citas en biocontrol ya qumas de sus cepas se utilizan
como agentes de control biolégico agricultura porcapacidad antagonista frente a
fitopatdgenos ascomicetos, basidiomicetos, oonscetancluso nematodos (Monte,
2001; Goswami y cal 2008; Jiménez-Diaz y col.,, 2010a; Lorito y cd010).
Precisamente el primer registro internacional gmaia de cepas deichodermacomo
materia activa fungicida corresponde a TUSALna patente de la Universidad de
Salamanca (Hermosa y col., 2001b).

Algunas cepas con capacidad para promover el cedionde las plantas e
inducir respuestas de defensa frente a estrestéisobidy abidticos (Altomare y col.,
1999; Harman, 2006; Lorito y col., 2010; Shorestol, 2010; Hermosa vy col., 2012,
2013) tienen interés como biofertilizantes.

Algunas especies derichodermahan sido incluidas en programas de manejo
integrado de patdgenos, por el efecto sinérgicohgmedemostrado al combinarse con
algunos agentes quimicos y que permite reducir clstidades de fungicidas y
pesticidas quimicos (Shtienberg y Elad, 1997; Harmacol., 2004; Jiménez-Diaz y
col., 2010b).

También, las especies deichodermase usan en la biorremediacion de los
suelos (Hadibarata y col., 2007; Cao y col., 20&8)un estudio reciente se demuestra
gue cepas dé&. harzianumy T. atroviride son capaces de aliviar la fitotoxicidad de
plantas de lechuga irrigadas con agua contamir@udarsénico (Caporale y col., 2014).

Ademas, las especies deichodermapueden ser una buena fuente de genes
cuya aplicacion biotecnologica esté dirigida hdaiabtencion de plantas transgénicas
con resistencia a enfermedades (Lorito y col., 1%®ha y col.,, 2006) y a estreses
abidticos (Dana y col., 2006; Montero-Barrientasoy,, 2010). En una reciente revision
(Nicolas y col.,, 2014) se recoge numerosos trabgje muestran cémo la
sobreexpresion en plantas tan diversas como tapatata, limonero, petunia, etc. de
genes delrichodermaque codifican diferentes quitinasas y/o glucanasasenta su
resistencia a patdgenos y estreses abibticos, adeéenkn utilidad de las plantas como
biofactorias para producir celobiohidrolasas ynakas ddrichodermaactivas y con
utilidad industrial. El disponer de cada vez masogeas secuenciados de hongos de
este género (Martinez y col., 2008; Kubicek y cB011) incrementara el abanico de
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genes candidatos a ser sobreexpresados en levagupd@ntas y, por ende, se
diversificaran mas aun sus aplicaciones biotecncd&g

5. BIOSINTESIS DE AMINOACIDOS AROMATICOS

Los amino&cidos aromaticos tirosina (Tyr), fenitéha (Phe) y triptofano (Trp)
se sintetizan, via corismato, en la ruta del shakimSe ha descrito la ruta del shikimato
en procariotas, algas, hongos y plantas (Weiss waEts, 1980; Helmstaedt y col.,
2001). Los animales, incluido el hombre, carecen lalecapacidad de sintetizar
directamente los aminoacidos aromaticos, por lo dgleen ser suplementados con la
alimentacion, especialmente Phe y Trp, ya que &girgtetiza a partir de Phe.

En bacterias y hongos, la ruta el shikimato operalecitosol, mientras que en
plantas, ademas de en el citosol, se encuentrasegpldstidios (Eberhard y col., 1996;
Roberts y col., 2002). En bacterias, Tyr, Phe ySepmlestinan casi exclusivamente a la
formacion de proteinas, mientras que en plantaanas de a la sintesis de proteinas,
estos aminoacidos son precursores de una gramadrie metabolitos secundarios con
multiples funciones biolégicas que van desde lanpigtacion de las plantas, induccién
del crecimiento, defensa contra patdégenos, praiedoente a luz UV vy lignificacion de
tejidos, hasta la formacion fitohormonas (Vogt, @01

La formacion de estos aminoacidos aromaticos eatdadel shikimato se inicia
con la condensacion de eritrosa 4-fosfato (E4@sfoenolpiruvato (PEP) por accién de
la enzima 3-desoxi-D-arabino-heptulosanato-7-fosfsintasa (DAHPS), y luego se
requieren siete reacciones consecutivas e invasabtatalizadas por 6 enzimas
diferentes, para producir corismato, el intermediaentral de la sintesis de Tyr, Phe y
Trp (Chook y col., 1994, Tzin y Galili, 2010) (Figu5A).

Una vez formado el corismato son necesarios dosncandiferentes para la
sintesis de los aminoacidos aromaticos (Figura B8).un lado y de manera general, el
corismato es convertido en prefenato por acciétadmzima corismato mutasa (E.C.
5.4.99.5), para producir Tyr y Phe, y por otro ladorismato es convertido en
antranilato por la antranilato sintasa para la @widn de Trp. Por consiguiente, el
corismato es un sustrato por el cual compite tdat@worismato mutasa como la
antranilato sintasa (Strater y col., 1997).

A partir del prefenato, la sintesis de Tyr y Phedmiproducirse por dos rutas
separadas. Una primera ruta (considerada principal)mediante la conversion de
prefenato en arogenato mediado por la enzima @feaminotransferasa. Por un lado,
arogenato produce Tyr por la accion de la enzirngearato deshidrogenasa, y por otro
lado produce Phe por accion de la enzima arogetdegbidratasa (Connelly y Conn,
1982; Rippert y Matringe, 2002). Una via alternatpara la sintesis de Tyr y de Phe es,
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la conversion de prefenato en 4-hidroxifenilpirwvat en fenilpiruvato por la enzima
prefenato deshidrogenasa o la prefenato deshidratsgpectivamente, y posteriormente
producir la Tyr o la Phe. Se ha demostrado que é@staalternativa esta sujeta a
regulacion y solo es eficiente si existe una cotreeidn elevada de prefenato (Rippert
y Matringe, 2002; Rippert y col., 2009). En la lduea Saccharomyces cerevisiae
han detectado la 4-hidroxifenilpiruvato y la femljvato (Herrman,. 1983).

El Trp, en todos los organismos estudiados hasfiectza, se produce en cinco
pasos enzimaticos invariables (Figura 5B). En lasibitesis de Trp, la enzima
antranilato sintasa convierte corismato en an@#milLa segunda enzima de la ruta, es
la antranilato fosforibosilantranilato  transferasagonvierte antranilato vy
fosforibosilpirofosfato en fosforibosilantranilayofosfato inorganico. Seguidamente, la
enzima fosforibosilantranilato isomerasa convieftsforibosilantranilato en 1-(0-
carboxifenilamino)-I-deoxiribulosa-5 fosfato. Laarta enzima es la indol-3-glicerol
fosfato sintasa, la cual cataliza la formacion déoi-3-glicerol fosfato desde I-(0-
carboxifenilamino)-I-deoxiribulosa-5 fosfato (Liopl., 1995). Y, los ultimos dos pasos
de la sintesis de Trp son catalizado por la engiip@fano sintasa por la conversion de
indol-3-glicerol fosfato a indol y este Ultimo apTr

A —
FosfoenolpiruvaLT, Eritrosa 4-fosfato B

DAHPS Corismato

3-deoxi-D-arabino-heptulosanato-7- Consmato mutas Wimtasa
Prefena
fosfato ¥ DHES Antranllato
3-dehidroquinato Prefenato Prefenato
deshidrogenasa Prefenat dehidartasa
l DHQ/SDH amlnotransferas
3-dehidro shikimato Neroxian Arogenato Fosforlbosuantranllato
DHQ/SDH p-hidroxifenilpiruvato Fenilpiruvato Fosforlbosﬂantranilatoisomerasa
iki Aminoacido
Shikimato aromatico Arogenatd | Arogenato Aminoacido 1-(0- carbo><|fen|lam|n0) -I-deoxiribulosa-5-fosfato
SK aminotransferas: deshidrogenaga \deshidratasa aromatico
Shikimato-3-fosfato o aminotransferasa Indol -3-glicerol fosfato sintasa
Tirosina Fenilalanina

EPSPS Indol -glicerol fosfato

5-eno|piruvi|sh ikimato-3-fosfato lTnptéfano sintasa subunidad alfa

l cs Indol
Corismato lTriptéfano sintasa subunidad beta
Triptéfano

Figura 5. Ruta del shikimato. A) Etapas iniciales pargddamacion del corismato,
donde las enzimas que catalizan los distintos pssns DAHPS (3-deoxi-D-arabino
heptulosanato-7-fosfato sintasa), DHQS (3-dehideowio deshidratasa), DHQS/SDH
(3-dehidroquianato deshidratasa y shikimato 5-adiesbenasa), SK (shikimato kinasa),
EPSPS (5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato  sintasa),S C(corismato sintasa). B)
Representacion de las etapas de la ruta que vde desorismato hasta los aminoacido
aromaticos Tyr, Phe y Trp.

La regulacion de la ruta de los aminoacidos aramatha sido ampliamente
estudiada en bacteria por su utilidad en la industimentaria y farmacéutica, y en
plantas para la produccion de glifosato (N-fosfoatiglicina), herbicida que tiene
como diana la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sise (EPSPS) para inhibir la sintesis
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de aminoacidos aromaticos (Baird, 1971; JaworsRi{21 Amrhein y col., 1980).
Algunas investigaciones revelan diferencias en isibtesis del shikimato entre
bacterias, hongos y plantas, sugiriendo diferemedos de regulacion e inhibicién de
la ruta (Roberts y col., 2002). Por ejemplo, lavedad de la enzima DAHPS en varios
microorganismos esta regulada por retroalimentadernos aminoacidos aromaticos
(Byng y col., 1983; Knaggs, 2001), aunque no hagescias de que esta regulacion
ocurra en planta (Herrmann y Weaver, 1999). Emla@soorganismos, DAHPS puede
existir como tres isoenzimas diferentes: DAHPSasatTyr, DAHPS sintasa-Phe o
DAHPS sintasa-Trp, para los referidos aminoacidgs, Phe y Trp, y, segun el
organismo, este complejo enzimético puede estaepte en una, dos 0 en las tres
formas citadas. EEscherichia colio en el hongo filamentosdeurospora crassae
han encontrado las tres DAHPS sintasa, cada unka a®al, es regulada por su
aminoacido aromatico correspondiente (Hoffmann ly, d®72; Nimmo y Coggings,
1981). En S. cerevisiaeexisten dos isoenzimas DAHPS sintasa inhibidas por
retroalimentacion, respectivamente, de Tyr y Phitafd, 1996). Sin embargo, la
regulacion de la corismato mutasa encontradaBacillus subtilis es inhibida por
prefenato pero sobre la que no tienen efecto nmglenos tres aminoacidos aromaticos
(Nasser y col., 1969). Y, se ha visto que en pfatdacorismato mutasa es inhibida
normalmente por retroalimentacion de Tyr y Phe pardrp es un activador que
permite mantener el balance de estos aminoacidasaticos (Eberhard y col., 1996).

Como productos finales de la ruta de los amino&cidmmaticos se han
identificado los alcoholes aromaticos tirosol (Zhjtiroxyphenil] etanol), feniletanol y
triptofol producidos a partir de Tyr, Phe y Trpspectivamente. Algunos de estos
compuestos se han relacionado con importantesgoeesorfoldgicos vy fisioldégicos en
levaduras (Cheny col., 2004; Chen y Fink, 2006; §acol., 2011).

La formacion de tirosol como producto de la sistela Tyr tiene lugar a través
de varios pasos: inicialmente, la transaminacion Tg para producir 4-
hidroxifenilpiruvato mediado por la enzima aminasterasa, posteriormente, este
compuesto sufre una descarboxilacion por la enziinavato descarboxilasa para
producir 4-hidroxyfenilacetaldehido, que luego educido a tirosol por una alcohol
deshidrogenasa (Hazelwood, y col., 2008). El fesnilel se sintetiza a partir de Phe, via
fenilacetaldehido, por la accién de las enzimaglial-5-fosfato dependiente de
aminoacido aromatico descarboxilasa y fenilaceladttereductasa (Sakai y col., 2007).
Y, el Trp es convertido en triptofol via indol-34pvato e indol-3-aldehido (Kradolfer y
col., 1982; Furukawa y col., 1996).

El tirosol es un compuesto fendlico bien conocidogstar presente en aceite de
oliva y vino (Covas y col., 2003). Es un tipo ddgiaxidante natural con efecto en la
eliminacion de ROS y oxido nitrico (de la Puertacgl.,, 2001), y propiedades
antiinflamatorias (Giovannini y col., 2002) y neprotectoras (Bu y col., 2007). Se ha
detectado en diferentes géneros de levaduras vy obofilpmentosos, incluido
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Trichoderma(Tarus y col., 2003; Daoubi y col., 2009; Tijeripaol., 2011b), pero se
desconoce su funcién en este hongo.

Los alcoholes aromaticos tirosol, feniletanol ptisfol pueden influenciar en los
cambios morfolégicos que ocurre en algunos micr@egnos. Tanto el tirosol como el
feniletanol, se han identificados como moléculd@@beadoras o dguorum sensingue
estimulan el crecimiento pseudohifal @andida albicang/ S. cerevisiaéChen y col.,
2004; Alem y col.,, 2006; Chen y Fink, 2006; Goricgl., 2011). En cultivos de
Debaryomyces hanseniesos compuestos se han identificados al finaladéase
exponencial, aunque la deteccion de triptofol spdbposible cuando se adicionaba Trp
al medio (Gori y col., 2011).

En el conjunto de los casos, el tirosol parece elecompuesto de mayor
relevancia como molécula sefalizadora. En levada@slera la transicion de la fase
levaduriforme a la fase hifal o el crecimiento tlddo germinativo Chen y col., 2004)
haciendo a las cepas mas agresiva en su proceasivioMohammed y col., 2006).
Sin embargo, este efecto sefializador no se ha @odi$ervar encultivos de
Paracoccidioides brasiliensien presencia de hasta 300 uM de tirosol (Derengoyvsk
col., 2009).

6. “OMICAS” EN TRICHODERMA

La mayor parte de los proyectos de gendmica fuati@emienzan por la
obtencién y andlisis de colecciones Hapressed Sequence TafisSTs). Estas
colecciones se obtienen a partir de clones de Afpdcse secuencian parcialmente, por
lo que derivan de genes que se expresan en undi€iooes determinadas y un tiempo
concreto. Las ESTs se agrupan en conjuntos dersgasgedundantesgntig9 y no
redundantes (unisecuencias) en los que cada geypesenta un gen putativo Unico en
el genoma del organismo (Skinner y col., 2001).

Ya que los hongos filamentosos constituyen la lohsenuchas aplicaciones
biotecnolbgicas (desarrollo y produccion de antibo® y enzimas industriales), son
muy numerosos, desde finales del siglo XX, losdistude ESTs en ellos, ejemplo:
Neurospora crass@Nelson y col., 1997 )Verticillium dahliae(Neumann y Dobinson,
2003), Metarhizium anisopliag¢Freimosery col., 2003),Gibberella zeagTrail y col.,
2003) oAspergillus oryza¢Maeday col., 2004).

En Trichodermase han publicado varios trabajos de gendmica based la
generacion de ESTs. Los realizados cbn reesei para identificar enzimas y
reguladores implicados en la degradacion de bionf@eambergo y col., 2003;
Foreman y col., 2003; Diener y col., 2004; Arvasoy., 2006), y los realizados dn
harzianum para identificar genes de biocontrol (Liu y Ya2§05). En este sentido,
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dentro del proyectoTrichoEST financiado por la Union Europea (http://www.
trichoderma.org), que tenia como objeto la idesddion de genes y productos génicos
de Trichodermaspp. con alto valor biotecnol6gico, en nuestrggrde investigacion se
obtuvieron 8.710 ESTs dE. harzianumCECT2413, que generaron 3.478 secuencias
Gnicas (Vizcaino y col., 2006c), y 8.160 ESTs destcuatro cepas diferentes de
Trichodermaspp. (Vizcaino y col., 2007).

Ademas, todas estas colecciones de ESTEridbodermahan servido de gran
ayuda en la anotacion de los genomas.deeseiQM 9414 (Martinez y col., 2008],
virensGv29-8 yT. atroviride IMI1206040 (Kubicek y col., 2011) que, a su vez) kao
Utiles en la anotacion de los genomas secuenciadgsrecientementd:. asperellum
CBS 433.97, T. harzianum CBS 226.95, T. citrinoviride CBS 258.85 yT.
longibrachiatumATCC 18648, disponibles en el portal del D@&nt Genome Institute
(http://genome.jgi.doe.gov/Trichoderma/Trichodelinfa.html)  (Grigoriev y col.,
2012), T. hamatumGD12, cuya secuencia se encuentra depositadalmaséade datos
DDBJ/EMBL/GenBankajo el numero de acceso ANCB00000000 (Studholmely
2013) yT. longibrachiatunSMF2 (Xie y col., 2014).

En la ultima década, se ha aplicado la proteomicastudios de hongos de
interés biotecnoldgico. Emrichodermahay relativamente pocos estudios de este tipo
(Hermosa y col., 2010). Los trabajos se han ceoteadanalizar el proteoma de cepas
de biocontrol para identificar factores clave etenacciones hongdrichodermay
Trichodermaplanta, y relacionarlos con las respuestas dejdaiurante las relaciones
de simbiosis, antagonismo, etc. que establecend8yé&ol., 2005; Marra y col., 2006;
Moran-Diez y col., 2009).

En el campo de la transcriptdmica, el uso rdacroarraysy microarrays
representa una herramienta muy util para estudéaforma simultdnea, la expresion de
cientos y miles de genes, respectivamente (Ju. y2)9).

Se han utilizadanacroarrayspara identifican los genes del hongo que se ven
afectados al interaccionar con plantas como cacdonmate (Bailey y col., 2006;
Chacon y col., 2007). En los trabajos mas recies¢éeban utilizadonicroarrays de
Trichodermapara analizar los cambios de expresion de genék tarzianumbajo
condiciones de micoparasitismo y de interaccion plamtas de tomate (Samolski y
col., 2009) y para comparar los cambios transamptos de diferentes cepas durante su
micoparasitismo sobre un patégeno (Atanasova y 20L3) o en las primeras horas de
interaccion con plantas de tomate (Rubio y colL22@014). Ademas, se han empleado
microarrays como herramientas complementarias durante logsenéle mutantes de
Trichoderma(Montero-Barrientos y col., 2011).
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Por otro lado, también se han analizado medi@hipslas respuestas sistémicas
de plantas de tomate o Aeabidopsisa la colonizacion por cepas silvestres y mutantes
de Trichoderma(Alfano y col., 2007; Moran-Diez y col., 2009, 2)1

6.1. Estrategias para el estudio de la funcion géa

Una estrategia para determinar la funcion biolodieaina proteina es examinar
el fenotipo de organismos que contienen mutaci@resl gen codificante para la
misma. Una via de estudio puede ser aislar mutaotes mediante el escrutinio de una
coleccion previamente obtenida por mutagénesis i oess posible, mediante la
interrupcion dellocus de interés utilizanda@assettesapropiados, mostrandose esta
Gltima aproximacién como la mas util y efectivan S mbargo, existen muchos
organismos en los que esta técnica no represergahamramienta eficaz, ya que
depende directamente de la frecuencia de recombmadmmologa propia de cada
sistema. Trichoderma presenta uno de los casos en los que la frecualeia
recombinacién homologa es baja (alrededor del 2%.eeeseiy muy inferior enT.
harzianun) aunque varia segun la cepa (Mach y Zeilinger,8198e han descrito
algunos casos de interrupciones génicasTervirens T. atroviride T. reesei T.
arundinaceuny T. harzianum(Mach y col., 1994; Wilhite y col., 2001; Zeiling004;
Rosado y col., 2007; Rubio y col., 2008; Ruoccml, 2009; Malmierca y col., 2012,
2013).

Otra de las estrategias para analizar la funcidlogliproductos génicos consiste
en la sobreexpresion de los genes en sistemas b&gosdlo heterdlogos. La
sobreexpresiéon de genes implicados en el micopiarasi se ha utilizado como
estrategia para incrementar la capacidad antifangie numerosas cepas de
Trichoderma Por citar sé6lo algunos ejemplos, la sobreexpnesiol. longibrachiatum
(una especie no considerada agente de bioconteblgeh que codifica una 3-1,4-
endoglucanasa increment6 su capacidad antagoresta &P. ultimum(Migheli y col,
1998); la sobreexpresion dEhPTR2en T. harzianumdemostr6 que la proteina
codificada por este gen era un transportador déptigons Leu-Leu (Vizcaino y col.,
2006b); transformantes de harzianumque sobreexpresan el gen @evirensque
codifica la proteina de choque térmico HSP23, raostr una mayor resistencia a
temperaturas extremas (Montero-Barrientos y cdlQ72, la sobreexpresion del gen
nox1 que codifica una NADPH oxidasa @n harzianumle confiri6 mayor actividad
antagonista frente a fitopatégenos cdaythium(Montero-Barrientos y col., 2011); o la
sobreexpresién e. harzianum carente de la ruta de trichotecends] gen que
codifica la trichodieno sintasarip) de T. arundinaceum modific6 su capacidad
antagonista y las respuestas de la planta duranit@esaccion con ella (Malmierca y
col., 2014b).

EnT. harzianumla estrategia de silenciamiento ha permitidoresgiduncion a
genes que participan en la ruta de terpenos y,v@zsurelacionarlos con el biocontrol
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(Cardoza y col., 2006b y 2007). También se hamcéelo genes de respuesta a estrés
comoThhogl que esta implicado en la respuesta hiperosmgterala interaccion con
hongos fitopatdgenos (Delgado-Jarana y col., 20®6)enes relacionados con la
colonizacion de rizosfera y la induccion de defsnsa planta comdhpgl (Moran-
Diez y col., 2009).

El silenciamiento génico mediado por ARN es un mirao regulador que
suprime, a nivel post-transcripcional, la expresd® un gen por especificidad de
secuencia (Figura 6). Este sistema esta descritdiferentes clases de organismos
eucariotas desde hongos hasta plantas o animalbs. d@stacar que Andrew Z. Fire y
Craig C. Mello, en 2006, recibieron el Premio Nodbel Fisiologia/Medicina por sus
trabajos con ARNSs de interferencia (siRNA), utitipa para estudiar la regulacién en el
nematodaCaenorhabditis elegan&ire y col., 1998).
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Figura 6. Esquema general del mecanismo de silenciamientdEjénplo de un ARN de
interferencia (siRNA), que incluye ARN de doble ead con 19 nucleédtidos apareados y 2 no
apareados, extremo 5’ fosforilado y 3’ no fosfatda producto de escisién de la ARNasa Ill.
B) Ruta de los siRNA. Los ARN de doble cadena lar@sRNA) son cortados por la enzima
DICER, miembro de la familia de la ARNasa lll y gertidos en siRNA en una reaccién
dependiente de ATP, y éstos, se incorporan enmgplego de silenciamiento de ARN (RISC).
Una vez producida la activacion de RISC, la caderisentido del siRNA dirige la actividad
endonucleasa de RISC al ARNm que posee la secusstojplementaria a la de esta cadena, lo
que resulta en la escisiéon del ARNm diana. C) Rletaicro ARNs (miRNA). DICER puede
escindir moléculas de hasta 70 nucledtidos, precassde horquillas para la formacién de
miRNA de aproximadamente 22 nucleétidos. A difei@rde siRNAs, los miRNAs son de
cadenas sencillas y se incorporan en el complefrateina miRNP, que les permite reconocer
la cadena complementaria de ARNm para inhibir adutccion.
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El mecanismo de silenciamiento se basa en los ARbducidos por transgenes
0 transposones, que son reconocidos por la maduinde silenciamiento y
desencadenan la respuesta (Figura 6). Una ARN-pmsa dependiente de ARN es la
enzima que reconoce estos ARNs y los convierte RhNsAbicatenarios. Estos son
procesados por una endonucleasa del tipo RNasgDider) en una reaccion
dependiente de ATP para generar moléculas bicasnzortas de ARN, denominadas
siRNA, que contienen tanto la cadena sentido coaantisentido de la molécula
bicatenaria original. Los siRNA, que presentan udoagitud variable segun el
organismo, suelen tener entre 21 y 25 nucleétilses ARNs pequefios se incorporan
en un complejo de RNasa multicomponente denomir@b&-inducing silencing
complex (RISC) y sirven como moléculas “guia” que condu@ena degradacion
endonucleolitica del ARNm homaologo (Agrawal y c@D03).

EnTrichoderma la estrategia de silenciamiento ha permitidoatarezar algunos genes
de la ruta biosintética de terpenos y asignarlepapel en el antagonismo frente a
patdgenos y/o en las respuesta defensivas derdtaplarante su interaccion con ellos
(Cardoza y col., 2006a; Cardoza y col., 2007; Maioa y col., 2012). También por
silenciamiento génicoThhodl se ha implicado en la respuesta hiperosmoticd.de
harzianumy en su antagonismo frente a hongos fitopatogébekyado-Jarana y col.,
2006),Thpglen el proceso de colonizacion y la induccion dpuestas de defensa de
T. harzianumen plantas (Moran-Diez y col., 2009),TyDim1 en la resistencia d€.
virensa estreses oxidativos (Moran-Diez y col., 2010).
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Objetivos

Esta tesis doctoral se enmarca dentro del subpmydiNECO (AGL2012-
40041-C02-01) titulado “Tirosol como molécula awguladora enTrichodermay
sefalizadora en la interacciofrichodermatomate”. EIl tirosol es un compuesto
fendlico que se produce en la ruta del shikimatwg wita metabdlica que no esta
completamente caracterizada en hongasparareeseise ha descrito recientemente
COMO una nueva especie que contiene cepas supectoEs de celulasas aisladas del
suelo que anteriormente se englobaba ereesei la especie filogenéticamente mas
préxima, por tanto, existe poca informacion sohre gropiedades antagonista y sus
interacciones con la planta. El objetivo generaksdie trabajo ha sido estudiar la ruta
del shikimato enT. parareesely su papel en las propiedades antagonistas deohpn
en sus efectos sobre la planta. A continuacionesaldn los objetivos especificos del
mismo:

1. Aislar el gen que codifica la corismato mutasaTerparareeseil6, Tpcmul y
analizarin silico la proteina TPCMUL1 que codifica.

2. Analizar la expresion del gempcmulen T. parareeseiT6, bajo diferentes
condiciones de cultivo del hongo.

3. Obtener y caracterizar molecularmente transfornsasteenciados en el gen
TpcmuldeT. parareeser6.

4. Analizar como la produccion de metabolitos de f& el shikimato afecta al
crecimiento y a las propiedades antagonistas éehesigo.

5. Analizar, en interaccion€k parareesetomate, como metabolitos de la ruta del

shikimato del hongo afectan las respuestas defemsie la planta frente a
patdgenos y frente a un estrés salino.
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Materiales y Métodos

1. ORGANISMOS UTILIZADOS
1.1. Bacterias

Escherichia coliDH5a: cepa utilizada para la transformacion y clonaai@n
ADN plasmidico mediante choque térmico (HanaharB3l9Destaca por su alta
eficacia de transformacion, llegando hasta Sxf@nsformantes por cada pg de ADN.
Ademas, posee una delecion en el getel operdnlac, que permite seleccionar por
color las células transformadas que portan el ptism

Pseudomonas syringgav. tomato DC3000 yP. syringaepv. tomatoDC3118
cor- (deficiente en coronatina), referidas a lo largoedta memoria como Pst3000 y
Pst3118, respectivamente. Ambas cepas fu@roporcionadas por el Dr. Roberto
Solano del Centro Nacional de Biotecnologia-CSl@dkt) y utilizadas en los ensayos
de fitopatogenidad en tomate.

1.2. Cepas ddrichoderma
Las cepas dé&richodermautilizadas en este trabajo se recogen en la Tlallla

parareeseilM| 113135 es la cepa silvestre incluida en toldssensayos y que, a partir
de este momento, la referiremos como cepa T6.

Tabla 1. Cepas ddrichodermausadas en este trabajo

Especie Cepa* Origen geografico
T. atroviride IMI 352941 Francia
T. brevicompactum IBT 40841 Ir&n
T. harzianum CECT 2413 EE.UU.
T. parareesei IMI 113135 desconocido

*IMI: International Mycologycal Institute,IBT: Coleccién del Department of
Biotechnologyde la Technical University of DenamarlCABI Bioscience, Egham,
Reino Unido, CECT: Coleccion Espafiola de CultivpoliBurjassot, Valencia, Espafia.

1.3. Hongos y oomicetos fitopatégenos

Los microorganismos fitopatdgenos utilizados emr éstbajo fueronBotrytis
cinereaB05.10, aislada de un campo de vid, utilizada cpatégeno modelo por varios
grupos de investigacion y con el genoma secuenciagsarium oxysporunCECT
2866, Rhizoctonia solancepa 19, aislada de tomate, y la cepa 8 del oomiyghium
ultimum Las dos Uultimas fueron proporcionadas por el Matteo Lorito de la
Universidad Federico Il de Napoles (Italia).
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1.4. Material vegetal

En los ensayos de planta se util@6lanum lycopersicumar. Marmande raf
(Semillas Batlle S.A., Barcelona, Espafia). Se trd¢a una variedad de tomate
seleccionada artificialmente en Almeria por su pc&tad y que posee cierta tolerancia
a la salinidad. El nombre de raf hace referendas aiglas de “resistenteFasariunt
(F. oxysporunt.sp.lycopersic).

2. VECTORES UTILIZADOS

pGEM-T ® Easy (Promega3015 pb). Plasmido utilizado para clonar productos
de PCR que presenta las siguientes caracteristiesisa del vector pGEf5Zf(+)
digerido conEcdRV y al que se ha afadido dos residuos de timinaseittemos 3,
esto permite la clonacion de productos de PCR gdosrpor polimerasas que afiadan
un nucledtido adenina en los extremos 3’; contigmsitio de clonacion mdultiple dentro
de la region codificante de la enzifiagalactosidasa, lo que permite identificar los
clones recombinantes por el color y por su reststesnla ampicilina (Figura 7); y posee
un origen de replicacién monocatenario del fago f1.

pSIL (Sousa, 2004) (5280 pb). Plasmido utilizado comterimediario en el
silenciamiento génico de la expresion del ggrcmul de T. parareeseiT6. Se
construyé0 mediante la clonacion de diferentes feagos en el vector pBluescript
SK(+). Contiene el promotor del gésmde T. harzianumCECT2413, un fragmento de
159 pb correspondiente a uno de los intrones dedaencia gendmica de dicha cepa y
el terminador del gen de la celobiohidrolasacBh@ de T. reeseiT59 (Figura 7).
Permite la identificacidén de clones transformapiasresistencia a ampicilina.

pJL43bl (Gutiérrez y col., 1997) (4488 pb). Plasmido métio para la
transformacion de protoplastos Teparareeseil6. Contiene el promotor del gen de la
gliceraldehido 3-P-deshidrogenasaghbd@A) de A. nidulans el terminador del gen que
codifica la citocromo oxidasa Icycl) de S. cerevisiaey el gen de resistencia a
fleomicina ple) de Streptoalloteichus hindustan(sigura 7).

56 Qromoter
¥

pIL43bL
4500 bp

1500t o = 2500

Figura 7. Esquema de los vectores plasmidicos utilizadostntebajo
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3. MEDIOS DE CULTIVO

Salvo que expresamente se indique otro método,medios de cultivo se
esterilizaron en autoclave a 120°C y 1 atm dur2@teninutos.

3.1. Medios de cultivo para bacterias

Medio Luria-Bertani (LB) (Miller, 1972). Se emple6 como medio de cultivo
general para el crecimienio coli.

Composicién Cantidad
Bactotriptona 10g
Extracto de levadura 50
NacCl 10g

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

Se ajusto el pH a 7,5 con NaOH 1 M. Para su utidmacomo medio sélido se
afiadieron 15 g de agar por litro de medio.

El medio se suplementdé con ampicilina (1@@mL) para la seleccion de
bacterias portadoras de plasmidos con resistencamti@diotico. Y, para bacterias
portadoras de plasmidos con el gen dd3dgalactosidasa, el medio se suplemento
ademas con IPTG (38V) y X-Gal (50ug/mL).

Medio SOB, se empleé como un medio base para la prepara&ocelulas
competentes de. col..

Composicion Cantidad
Triptona 209
Extracto de levadura 590
NaCl 059

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

Se ajust6 el pH a 7,0 y una vez autoclavado ydsei@afiadieron 10 mL de KCI
250 mM y 5 mL de MgGl2 M, previamente filtroesterilizados.

Medio SOC, se emple6 como medio general para la preparab@dnélulas

competentes dE. coli. Por cada litro de medio base (SOB) se le afiadi@/® mL de
una solucion de glucosa al 40% previamente filtevézada.
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Medio King B (KB) (King y col., 1954). Se empleé como medio de ealti
general para el crecimiento y mantenimientd@dsyringae

Composicion Cantidad/Volumen
Proteosa Peptona 209
Glicerol 10 mL
K,HPO, 15¢
MgSQ,.7H,0 15¢g

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

Se ajusto el pH a 7,2 con NaOH 1 M. Para su utidmacomo medio sélido se
afiadieron 15 g de agdfyropean Bacteriological AgaiConda) por litro. Y, una vez
esterilizado en autoclave, se afadieron rifampi¢stapg/mL), para el cultivo de la
cepa Pst3000 o rifampicina (50 pg/mL), kanamicb@ |{g/mL) y espectinomicina (50
ug/mL), para la cepa Pst3118. Los tres antibiotems de la casa comercial Sigma-
Aldrich.

3.2. Medios de cultivo para hongos

Medio Patata Dextrosa Potato Dextrose BrothPDB).Se emple6 como medio
de cultivo liquido general para el crecimiento dados. Este medio fue adquirido a
Difco, que lo presenta en forma de polvo, del queesuspendieron 24 g en un litro de
agua destilada.

Medio PDA. Se empleé como medio de cultivo solido general para
crecimiento de hongos. Este medio fue adquiridagen& Aldrich, que lo presenta en
forma de polvo, del que se resuspendieron 39 geitro de agua destilada.

Medio Puré Patata Glucosa (PPG)(Sousa, 2004). Es un medio que se
suplementa con agar y se utiliza como alternatielo BDA para el crecimiento y la
esporulacion dérichoderma

Composicién Cantidad
Puré de patata (Madi 20g
Glucosa 209
Agar 209

H,0 destilada c.s.p. 1 L
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Medio Minimo (MM) (Penttilda y col., 1987). Medio liquido utilizadana el
crecimiento delrichodermaen los estudios de expresion génica. Tambiénikeout
como medio sdélido, en estudios de crecimiento fmgsuplementandolo con 15 g de
agar por cada litro de medio.

Composicién Cantidad/Volumen

KH,PO, 15¢g
Glucosa 2049
Metales trazas (1000X) 1mL

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

"Metales traza (1000X)
Composicién Cantidad
FeSQ.7H,O 59
MnSGy.H,O 164
ZnSQ.H,0 144
CoCh 29

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

Una vez ajustado el pH a 5,5 con KOH Yy esterilizad@utoclave se afiadieron:
20 mL de (NH),SO, 250 mg/mL (esterilizado en autoclave), 4,1 mLG&CL 1 M
(esterilizado por filtracion) y 2,4 mL de Mg%® M (esterilizado por filtracidn).

Medio CM. Empleado como medio liquido de crecimientordehodermapara
obtencién de protoplastos.

Composicién Cantidad
Extracto de malta (Difco) 59
Extracto de levadura 59
Glucosa 5¢

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

Medio Tryptic Soy Agar(TSA). Este medio se utilizé en la seleccion de
transformantes dérichoderma.Se afiadieron 30 g/L deyptic soy broth(TSB, Merk) y
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15 g/L de agar técnico (Difco). Para regeneramplagoplastos se afiadié sorbitol 1 M
(USB). Este medio se suplement6, cuando fue neogsan fleomicina (10Qug/mL)
para la seleccién de transformantes.

Medio Malt Extract Agar (MEA). Se empledé como medio sdlido general para
el cultivo y mantenimiento dB. cinerea.

Composicién Cantidad
Peptona micoldgica (Thermo Scientific) 10g
Extracto de malta (Difco) 2049
Agar 15¢

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

Medio agar-agua (AA). Es un medio de cultivo nutricionalmente pobre y
ocasiona un desarrollo lento del hongo. Fue emplead la obtencion de cultivos
monosporicos. Se prepard a una concentracion delayia%o.

3.3. Medios de cultivo para planta

Medio Murashige-Skoog (MS)(Murashige y Skoog, 1962). Medio de cultivo
general para el crecimiento de plantas de tomate.

Composicién Cantidad
Medio MS (Duchefa Biochemie) 4949
Sacarosa 10g
Agar Bacterioldgico Americano (Conda) 8¢

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

4. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE ORGANISMOS
4.1. Cultivo y mantenimiento de bacterias

Los cultivos bacterianos se crecieron, en sus rsemigespondientes, a 28 (Pst)
0 37°C E. col) y 250 rpm durante 12-14 horas. Las bacterias aguxieron durante
cortos periodos de tiempo en placas Petri, selladasParafilif, a 4°C. Para periodos
mas largos de tiempo, se prepararon suspensionkss drismas en glicerol al 15%
(v/v), y se conservaron a -80°C.
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4.2. Cultivo de hongos

4.2.1. Obtencién vy recogida de esporas

Para la obtencion de esporasichodermase cultivo en medio PDA a 25-30°C
durante 5-7 dias, el tiempo suficiente para queuperficie de la placa estuviera
cubierta de esporas. Estas se recogieron afiadtenao de agua destilada estéril por
placa y raspando la superficie con una espatulzoriinuacion, se filtré la suspension
de esporas a través de lana de vidrio para elimasios de micelio. Las esporas se
mantuvieron a 4°C hasta su uso.

Las esporas dB. cinerease recogieron de forma similar a como se ha descrit
paraTrichodermaa partir de cultivos en medio MEA.

4.2.2. Cultivo para la obtencién de germinulad dparareesei

Para la obtencibn de germinulas (esporas pregedasnajue solo han
desarrollado el tubo germinativo), se inocularorf #8poras/mL de cepas de
parareeseien medio PDB y se incubaron a 28°C y 180 rpm deraft15 horas. Las
germinulas se recogieron por centrifugacion a 3pa® durante 10 minutos a 4°C, se
lavaron mediante tres centrifugaciones consecuto@ms agua destilada estéril, se
resuspendieron en 3 mL de agua destilada esté&@ guantificaron, con una camara
Thoma, para ser utilizadas de forma inmediata.

4.2.3. Cultivo para la obtencién de sobrenadanfE g@rareesei

Se utilizaron matraces de 250 mL conteniendo 100dalPDB o de MM-
glucosa al 2%, inoculados con esporad dearareesea una concentracion final de®10
esporas/mL, que se incubaron a 30°C y 200 rpm turah o 48 horas (segun el
requerimiento). Pasado este tiempo, los sobrenesla® recogieron por filtracion a
través de papel filtro, ayudandonos de una bomheaadi®e, se filtroesterilizaron a través
de filtros de 0,22 pm (MILLEXGV) y se mantuvo a -20°C hasta su uso. También se
recogieron y filtraron sobrenadantesTdeharzianum, T. atroviride, T. brevicompactum
y T. parareeseil6 procedentes de cultivos de cada uno de estagplaen medio PDB,
incubados como se describe antes pero durantes5Efts sobrenadantes se saturaron
con un volumen equivalente de acetona al 100%cpisgervaron en frio hasta su uso.

4.2.4. Cultivos para la obtencion de proteinasagiulares

Se utilizaron matraces de 250 mL conteniendo 1Q0den PBD con paredes
celulares de&R. solanial 0,5% o MM-glucosa 2%, este Ultimo suplementado @on 2
o0 5 mM de Phe, Tyr o Trp, que se inocularon cormoespdeT. parareeseia una
concentracion final de 2@sporas/mL, se incubaron a 28°C y 200 rpm dudhteras.
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Pasado este tiempo, los micelios se recogierofilfracion a través de papel filtro y se
lavaron con agua.

Los micelios para ensayos de actividades quitineshylasa y proteasa, se
congelaron con ayuda de nitrégeno liquido, se litafion durante 16 horas, se
pulverizaron y se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

4.2.5. Cultivo para la extraccion de ADN BHeparareesei

Cuando se requirié biomasa para la extraccion dbl Alyran escala, matraces
de 250 mL que contenian 100 mL de medio PDB, seuiacon con una concentracion
final de 18 esporas/mL d&richodermay se incubaron a 28°C y 180 rpm durante 48
horas. La biomasa se recogié mediante filtracidraees de papel filtro, se lavo 2-3
veces con agua destilada estéril, se congel6 eégeito liquido y se liofilizé. El
material liofilizado se conservé a -20°C hastatsizacion.

4.2.6. Cultivo para el andlisis de la expresi6nicggdeT. parareesei

Cuando se requiri6 biomasa de parareeseipara la extraccion de ARN
destinado a andlisis de expresidn génica, el custévrealizé en dos fases. En la primera
fase (preinduccién o produccion de biomasa), seulaoon matraces de 250 o 1000
mL, segun la cantidad de biomasa necesitada, guerdan 100 o 300 mL de PDB
como se describe en el apartado 4.2.4. El mice&ioesogié por filtraciébn, como se
describe en el apartado 4.2.4., y se utilizé paozular los medios de induccion (22
fase). Los medios de induccion se prepararon enrilO8e medio MM (Penttila y col.,
1987), sin glucosa, suplementado con distintos castps segun la condicion de
cultivo a ensayar: glucosa al 2%, denominado glugcesmal (Gn); glucosa al 0,5%,
déficit de carbono (G0); nitrogeno normal (Nn),rA0/L de un stock de 250 mg/mL de
(NH,)2SQOy; déficit de nitrégeno (NO), 2 mL/L de un stock @0 mg/mL de
(NH,),SQOy; paredes celulares d solanial 1%, y material vegetal al 1%. Ademas se
utilizaron como medios MM con glucosa al 2% y Tys 3 mM, Phe 205 mM, o Trp 2
o 5 mM, los tres aminoacidos de la casa comerd@h&Aldrich. Los cultivos se
crecieron durante 4, 8 0 24 horas a 28°C y 200 Edmicelio se recogio por filtracion,
como se describe en el apartado 4.2.4, y a comiihruge congeld en nitrégeno liquido,
se liofilizé durante 12 horas y se conservo a -208€&a su utilizacion.

4.2.7. Cultivo para la obtenciéon de pared celuéRdsolani

El hongo se cultivé en PDB a 25°C y 150 rpm durdntias y, posteriormente,
el matraz conteniendo el cultivo, se autoclavoohtencion de paredes celularesRie
solani se detalla a continuacion: la biomasa se recogidiante una centrifugacion a
8000 rpm durante 10 minutos, se lavo tres vecesiamied centrifugaciones-
resuspensiones en agua desionizada, y la biomeaaseongeld con nitrogeno liquido
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y se fraccion6 con ayuda de un mortero. Los fragoserse lavaron, tres veces,
mediante centrifugaciones a 8000 rpm durante 10eminna solucion de NaCl al 2%
(p/v). Posteriormente, se realizaron tres lavadediamte centrifugacibn en agua
desionizada. Y, el material obtenido se congelé oirogeno liquido, se liofilizé
durante 16 horas, se pulverizd, con ayuda de umenogry se conservo a temperatura
ambiente.

4.3. Mantenimiento de hongos

De manera general, el mantenimiento rutinario de dapas fangicas y del
oomiceto en el laboratorio se llevO a cabo porerabras peridédicas en placas
conteniendo medio PDA, excepto p&ecinereaque se utilizO medio MEA. Las placas
se inocularon depositando, en el centro, un cilinde agar de 0,5 cm de diametro
procedente de una zona de crecimiento activo deultivo anterior o 5-10 pl de una
suspension de esporas. La temperatura de incubmaidh de 22 a 28°C segun los
requerimientos del hongo. Una vez que los cultihabian crecido, las placas se
sellaron con Parafilfhy se mantuvieron a 4°C durante periodos inferiares mes.

4.4. Crecimiento de tomate

Las semillas de tomat8&. lycopersicunse desinfectaron mediante agitacion
durante 10 minutos en una solucibn de etanol al 70%) y descartando el
sobrenadante. Seguidamente se lavaron por agitatidéante 10 minutos en una
solucion de lejia al 50% (v/v), se retird el soladente y se lavaron, 3 veces, con agua
destilada estéril. Las semillas se incubaron aetfi@ 24 y 48 horas para sincronizar la
germinacion e inmediatamente se utilizaron.

Para los ensayom vitro, salvo que se indique lo contrario en el texts, la
semillas de tomate fueron cultivadas en placasi Betn cajasPhytatray (Sigma-
Aldrich) conteniendo medio MS o MM-glucosa al 2%v{p que se mantuvieron, un
tiempo variable segun el ensayo, en un fitotrérd{iR&) programado a 24°C, 40% de
humedad relativa y con un fotoperiodo de 16 harayI8 horas de oscuridad.

Para los ensayos vivo, las semillas se colocaron en macetas de 6x6x9 cm
contenido un sustrato estéril, mezcla de turba:weidita 50:50, y se mantuvieron bajo
condiciones de invernadero con un fotoperiodo dadrés luz y 8 horas de oscuridad,
temperatura oscilante entre 20 y 27°C y riego segéesidad.

5. CONSTRUCCION DE LOS VECTORES UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO
El vector pJL43b1-Cmul se construyé a partir daltare pSIL mediante la

insercion de un fragmento de 500 pb del gotmulde T. parareeseiT6, en
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orientaciones invertidas (Sousa, 2004). Ambos feagos se amplificaron en dos
reacciones de PCR a partir del ORF del §pamulcon los oligonucledtidos CmuSpel
1 y CmuSpel 2, para el fragmentorward, y CmuSpel 3 y CmuSpel 4, para el
fragmentoreverse que incluian en su secuencia las dianas paeniasiasSpd/BanHl

y Xhd/Hindlll, respectivamente. Los dos fragmentos amplifisadbor PCR se
subclonaron en dos pasos sucesivos en el vectar p&lviamente digerido con las
enzimas correspondientes, dando lugar al plasmBlih-mul. Este plasmido se
digirio con Sad, liberando elcassetteformado por el promotor del geta de T.
harzianumCECT 2413, un primer fragmento de 500 pb delGgemulun fragmento
de 159 pb correspondiente a un intron de una seiug@endmica dd. harzianum
CECT 2413, un segundo fragmento de 500 pb delfgemul(en orientacion invertida
respecto al primero) y el terminador del gbhl2deT. reese(Figura 8).

Ligacion de los fragmentos amplificados por PCR

PCR para amplificar un fragmento de 500 pb del §@emulafiadiendo
en el vector pGEM-TEasy

sitio de corteSpé-BanH! con los oligos CmuSpel-1 -CmuSpel -2 |/
Hindlll- Xhd con los oligos CmuSpel-3 - CmuSpel-4

E 5 E 3 CmuSpel 1
o ) = - —— CmuSpel 2
| | | | [ — fais—
e A 1 8 rerg [ At ] Cmu 1 | T1AA
@} @ nuSy CmuSpel 4
PGEM-T-Cmu F pGEM-T-CmuR

Digestion de pGEM-T-CmuF con Sacl
Spé-BanrHl y pGEM-T-CmuR

conHindlll- Xhad - Ligacion al vector pSIL
= n g - digerido en primer lugar
TES3 con Spé-BanHl y
wa posteriormente con Spel
w l/ Hindlll- Xhd
1l pun I >
| [£] | | chh 2 | ~— BamH1
Hind 111
pSIL
Digestién pSILCmulFR con la
enzimaSad
|
Sacl
Sael
- Ligacion al vector
== pJL43b1 digerido con
— - = § = —g Sad
i & ax = A
| | | { | |
10 L il 11 T _—
B A
l ta fcmu1 mmu‘l R| chh 2 I
L4 -
pSIL-Cmu1

Figura 8. Esquema de la construccion del vector pJL43bl-Cnduip gen que confiere
resistencia a ampicilindje: gen que confiere resistencia a fleomicina.
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Los dos fragmentos amplificados con las secuertttéasgs fueron subclonados
en el vector pPGEMT-Easy dando lugar a los plasmmaEMT-Cmu F y pGEMT-Cmu
R, como paso previo a la construccion del vectdt{€3nul, para asi aumentar el
porcentaje de éxito en el proceso de ligacion dérigmentos al plasmido pSIL

6. TRANSFORMACION DE MICROORGANISMOS
6.1. Transformacién deE. coli

6.1.1. Preparacion de células competentes

El protocolo utilizado para la preparacion de @dutompetentes esta basado en
el método de Inoue y col. (1990):

1. Se realiz6 una siembra en estria en medio LB ag&r doli DH5a y se incubd
a 37°C durante 16 horas.

2. De esta placa inicial se inocularon 5 coloniasadet en un matraz de 2 L con
250 mL de medio SOC y se incub6 durante 20 hopgexamadamente, a 25°C
y 200 rpm, hasta alcanzar una D.O. de 0,6 unida@&€® nm.

3. El cultivo se mantuvo en hielo durante 10 minutase\centrifugd a 3000 rpm
durante 10 minutos a 4°C.

4. El precipitado se resuspendiéo en 40 mL de tamporfritBy se mantuvo en
hielo durante 10 minutos.

5. Se centrifugd nuevamente, en las mismas condiciopekls células se
resuspendieron en 20 mL de tampon TB frio.

6. Se afnadieron 1,4 mL de DMSO (concentracion final%) y se mantuvo en
hielo durante 10 minutos.

7. Se prepararon alicuotas, se congelaron rapidaneantétrogeno liquido y se
almacenaron a -80°C.

Tampén TB: PIPES 10 mM, CaGl15 mM, KCI 250 mM. Se ajusté el pH a 6,7 con KGid,
afadié MnC}, se filtré y se conservé a 4°C.

6.1.2. Transformacién de células DiH5

La transformacion de células competente€deoli DH50 se realiz6 mediante
“choque térmico”, siguiendo el método descrito p@nahan (1983) y modificado por
Inoue y col. (1990). El protocolo de transformacs@detalla a continuacion:

1. Descongelar las células competentes en hielo (10id6tos).

2. Mezclar 60 pL de células competentes con 10 pLEN Ae interés.

3. Someter a un choque térmico (37°C durante 2 mihwasantener la muestra
en hielo durante 2 minutos.
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4. Anadir 500 pL de medio LB e incubar a 37°C y 15tn rdurante 55-60
minutos.

5. Sembrar en placas Petri conteniendo LB agar, cgncdima, IPTG y X-GAL
a la concentracion descrita en el apartado 3.1.placas fueron incubadas a
37°C toda la noche (16-20 horas).

6.2. Transformacion deT. parareesei

La transformacion dé&. parareesese realizd mediante protoplastos siguiendo el
meétodo descrito por Penttild y col. (1987) y optiatio por Cardoza y col. (2006a). El
genble se emple6 como marcador de seleccion de los tranahtes.

6.2.1. Preparacién de protoplastos

1.Esporas deTl. parareeseifueron inoculadas en medio PPG y las placas se
incubaron a 28°C hasta obtener un cultivo muy esapdo. Se recogieron las
esporas (apartado 4.4.1) y se inocularon 100 mimeeio CM, con una una
cantidad total de 1,77x1@sporas.

2.El cultivo se incubd durante 17 horas a 28°C y B0, condicion que mantiene
el micelio creciendo en forma laxa y con baja teictea formar precipitados.

3.El micelio se filtr6 a través de nylon (nytal) efitde 30 um de didmetro de poro
y se lavé con 100 mL de NaCl 0,9% (p/v) y con frl0Ode TLA.

4.Una vez lavado el micelio, se elimindé la humedadropsin secarlo por
completo.

5.El micelio, 500 mg, se resuspendié en 50 mL deptamde protoplastos TPA,
conteniendo DTT 25 mM (preparado en el momentsg yncubd a 30°C y 250
rpm durante 1 hora.

6.Después se centrifugd a 3600 gx durante 10 minutos y se descarté el
sobrenadante. El micelio se lavé mediante centfigmn a 3600 g durante 10
minutos con 50 mL de TPA, para eliminar restos d@&.D

7.Se descart6 el sobrenadante y el precipitado sspesdid en 20 mL de TPA,
conteniendo enzima litica (Sigma), filtroesteritlaaa una concentracion final
de 5 mg/mL.

8.La digestion resultante, se pas6 a un matraz ycsbd a 30°C y 80 rpm durante
2-3 horas, aproximadamente, controlando la fornmaclé protoplastos al
microscopio cada hora.

9.Una vez comprobada la presencia de protoplastosaatidad adecuada, la
digestion se filtré a través de nylon de 30 um idendtro de poro, que retiene
el micelio pero deja pasar los protoplastos.

10. Los protoplastos recuperados fueron diluidos epgnmon 1:5 en solucién ST
y precipitados por centrifugacion a 3000y>durante 10 minutos, y lavados
posteriormente con una solucién ST.

11.Los protoplastos se resuspendieron en aproximadard&® pL de solucion
STC, se mantuvieron en hielo y se realizé un reiouda ellos. Entonces, la
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concentracion se ajusté a’d10® protoplastos/mL con STC vy, finalmente, se
afadio 1/10 del volumen de solucion PTC.

TLA: tamponfosfato sédico 10 mM; MgS£0,6 M, pH 5,8. Se esterilizé en autoclave.
TPA: tampoénfosfato sédico 10 mM; MgS(0,8 M, pH 5,8. Se esterilizé en autoclave.
Solucién ST: Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; sorbitol 1 M. Se esterilizéd autoclave.

Soluciéon STC: Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; sorbitol 1 M; Ca£R0 mM. Se esterilizd por
filtracion.

Solucién PTC: Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; CaGl20 mM; PEG 6000 al 60%. Se esterilizé por
filtracion.

6.2.2. Transformacion del hongo

En tubos situados en un bafio de hielo se mezater@a 5 ug de ADN con 200
uL de una solucién de protoplastos (conteniendo wpacentracion 1010
protoplastos/mL). La mezcla se mantuvo en hiel@wcligr 20 minutos. Se afiadié 1 mL
de soluciéon PTC y los tubos se mantuvieron a teatpexr ambiente durante 20
minutos. Después, se afiadieron 1,2 mL de soluci@ @#ra diluir los protoplastos, se
mezcld, y se sembraron alicuotas de 300 pL en plemateniendo 7 mL de agar de
cobertura (TSAop) sobre el medio selectivo (TSA con fleomicina 106/mL).
Finalmente, las placas se dejaron solidificar digr&minutos y se incubaron a 30°C
hasta que aparecieron las colonias (5-7 dias).

6.2.2.1. Seleccion de los transformantes
Una vez que las colonias habian crecido en elarssdectivo:

1. Se picd cada colonia con un palillo estéril y smte® en medio TSA con
fleomicina 200 pg/mL (primer pase selectivo). L&scas se incubaron a 28°C
durante 5-7 dias.

2. Se realiz6 un resiembra, de una en una, en medig p&o sin antibibtico
(pase no selectivo), y se e incubaron a 28°C deifdtdias.

3. Se repitio el primer paso (segundo pase selectivo).

7. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS
7.1. Extraccion de ADN plasmidico dé&. coli a pequeiia y mediana escala

Para la extraccién de ADN plasmidico a pequefidageiniprep) se utilizo el
protocolo de purificacion de ADN plasmidico propormado por la casa comercial
(Macherey-Nagel), y se partio de 1 a 5 mL de coltracteriano. Para la extraccion a

mediana escala, se utilizo lat “GeneJet Plasmid Midiprep{Thermo Scientific), se
partio de 50 mL de cultivo y se siguieron las nstiones de la casa comercial.
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7.1.1. Extraccion rapida de ADN plasmidico de h@mseransformadas

Se emple6 como método de rutina para la obten@6ADRN plasmidico dée.
coli cuando no era necesaria una elevada calidad @adrdel mismo (Sambrook y
Russel, 2001):

1. Se inocularon con una colonia de bacteria 3 mL Be duplementado con
ampicilina (100pg/mL), y se incubaron a 37°C y 200 rpm durante d&a$
para permitir el crecimiento de la bacteria.

2. Se recogieron, por centrifugacion a 13004 Jas células presentes en 70
de cultivo y se descarto el sobrenadante.

3. La muestra se hirvio durante 30 segundos y, posteente, se centrifugdé a
13000 xg durante 10 minutos.

4. El precipitado de la muestra se retiré con un lpadistéril, impregnado de una
solucién de ARNasa 10 mg/mL (Ribonucleasa A, Sigma)

5. Se afiadieron 100L de isopropanol y el ADN plasmidico se recogio raetk
centrifugacion a 13000 gcdurante 10 minutos.

6. Se descarto el sobrenadante y el precipitado € faediante centrifugacion
13000 xg durante 5 minutos, con etanol al 70% (v/v).

7. Finalmente, el ADN precipitado se resuspendio e22ML de agua estéril o
de tampén TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5):10

7.2. Extraccion de ADN gendmico dé@richoderma

La extraccion de ADN gendmico deichodermase realizé siguiente diferentes
protocolos segun el ensayo al que fuera destinaaialidad o por cantidad.

7.2.1. Extraccidn a pegueia escala

La extraccion de ADN gendmico a pequefia escalew@ a cabo siguiendo el
método descrito por Raeder y Broda (1985), corrdgenodificaciones que se detallan
a continuacion:

1. Se partié de 40 mg de micelio, previamente puleeidz se le afiadieron 500
pL del tampon de lisis y se homogenizé la mezcla coa punta de
micropipeta cortada.

2. A continuacion, se afadieron 2(0Q de fenol saturado con tampén TE 10:1y
250pL de cloroformo isoamilico (CIA) 24:1.

3. Se mezcld cuidadosamente la muestra, y se cayitridul13000 xg y 4°C
durante 50 minutos.
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. La fase acuosa se transfiri6 a un tubo limpio, Sad&ron 10uL de una

solucion de 10 mg/mL de ARNasa y se incubo a 31fi@rde 30 minutos, con
objeto de eliminar el ARN presente en la muestra.

. Se afiadié un volumen equivalente de CIA 24:1, seclamn delicadamente

ambas fases y se centrifugd a 130@Dyx4°C durante 10 minutos.

. De nuevo, la fase acuosa se transfirié a un tubpidi, se afiadieron 1/10 parte

de acetato sodico 3 M pH 5 y 2,5 volumenes de ewvsoluto frio, y la el
tubo se mantuvo al menos, 2 horas a -20°C.

. El precipitado se recogio por centrifugacion a 1IB8@ y durante 10 minutos

a 4°C, se lavdo mediante centrifugaciéon con etahol0&, con objeto de
eliminar las sales, se dejo secar a temperaturaeateby se resuspendié en
100puL de tampon TE 10:1.

Tampén de lisis Tris-HCI 200 mM, pH8,5; NaCl 250 mM; EDTA, 25 mMSDS al 0,5%, este
ultimo afadido tras autoclavar el tampén y en ahewato de su utilizacion.

7.2.2. Extraccion rapida

En algunas ocasiones fue necesario extraer ADNngiew de muchos cultivos

simultaneamente para, por ejemplo realizar expetiosede PCR. Para evitar el tedioso
proceso que se describe en el apartado 7.2.1,gs8@ sl protocolo el siguiente
protocolo (van Zeijl y col., 1998):

1.

Con un palillo estéril se inocularon esporas enulne eppendorfconteniendo
200puL de PDB y se incubaron a 30°C y 200 rpm durantect8s.

El micelio obtenido se recogio con un palillo estgrse transfirio a un tubo
limpio que contenia 5L del tampon KC y 2,5 mg/mL de Novozyme 234
(InterSpex Products, Inc.), y se incub6 a 37°Cuterana hora.
Posteriormente, se afadieron 330de tampon de dilucion y se incubaron a
95°C durante 3 minutos.

Finalmente, los tubos se mantuvieron en un baffoede durante, al menos, 5
minutos, para permitir que los restos de micelicadéaran.

Para las reacciones de PCR, se emplearon como haldelel sobrenadante
presente en los tubos.

Tampén KC: KCI 0,8 M, acido citrico 10 mM, ajustar el pH a &#Btes de agregar la enzima
Novozyme, esterilizada por filtracién, y mantend@.
Tampén de dilucién: Tris-HCI 10 mM, NaCl 10 mM y EDTA 1 mM, pH 7,5.

7.2.3. Extraccidon a mayor escala

Este protocolo se empled para la obtencion de AD& mpsteriormente se

utilizé en hibridaciones tip8outhern
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1. Se depositaron 120 mg de micelio, liofilizado yyauizado previamente, en un
tubo de 10 mL, se afiadieron 2,5 mL de fenol, 2,5dmltampo6n de lisis y 2,5
mL de CIA 24:1, en este orden, y la muestra se lgema6 mediante agitacion
en unvortex

2. La muestra se incubd a 50°C durante 30 minutosagidacion manual cada 5
minutos, se centrifugé a 1900g«durante 20 minutos y el sobrenadante se
transfirié a un tubo limpio.

3. Se realizaron dos nuevas extracciones con fenolZ4tA (1/2 de volumen de
cada uno) y una extraccion final con CIA 24:1. ltobos se centrifugaron
siempre a 1900 g durante 5 minutos a temperatura ambiente.

4. El ADN se precipité afadiendo 1/10 de volumen detato sédico 3 M pH 5,2
y 2,5 volimenes de etanol absoluto frio, y se mania muestra a -20°C
durante al menos 2 horas.

5. El precipitado se recogi6 por centrifugacion a 12@pdurante 20 minutos a
4°C, y se retir6 el sobrenadante.

6. El precipitado se lavd mediante centrifugacion mpteratura ambiente con
etanol al 70%, y se eliminé el sobrenadante dediava

7. Finalmente, se dej6 secar el precipitado y se pesuio en 50QL de tampon
TE 10:1.

Tampon de lisis Tris-HCI 200 mM, pH8,0; EDTA, 100 mM y SDS al 1%ste Gltimo afiadido
tras autoclavar el tampén y en el momento de $imadion.

7.3. Extraccion de ADN de interacciones tomat&richoderma

Este protocolo se utilizé para obtener ADN de maide tomate procedentes de
ensayos donde se evaluaba su colonizacidon poiftasries cepas de parareeseiSe
recogieron raices de cultivos, inoculados 48 hardses con germinulas del hongo, se
lavaron por agitacién en agua destilada estérd piminar resto de hongo presente en
la superficie de la raiz, se secaron sobre papétileg se rompieron en presencia de
nitrogeno liquido. Posteriormente, se empled estpolo para extraer el ADEN:

1. Se depositaron 50-100 mg de raiz pulverizada ernuba eppendorfy se
afiadieron 600 pL de tampon CTAB 2%, la mezcla smdgenizé por
agitacion durante 15 segundos en un agitador Sifagt

2. La mezcla se incubd a 65°C durante 40 minutosengiftigd a 13000 rpm
durante 5 minutos y se recogieron 400 pL de sodeere, que se
transfierieron a un tubo limpio.

3. Se afiadieron 600 pL de cloroformo al tubo, se ndepok agitacion en un
vortexy se centrifugé a 13000 rpm durante 15 minutos.
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4. Se transfirieron 300 puL de fase acuosa a un tubpidi y se afadieron 1,5
volimenes de isopropanol. La muestra se mezcl@gitacion envortexy se
mantuvo 30 minutos a -20°C.

5. El ADN se recogié por centrifugacion a 13000 rpmmadgite 30 minutos y se
descart6 el sobrenadante.

6. El precipitado se lavé con 500 uL de etanol al fi%ocentrifugaciéon a 7500
rpm durante 5 minutos, y se eliminé el sobrenadante

7. El precipitado se dejo secar a temperatura ambisateesuspendio en 20 pL
de agua estéril y se mantuvo a 4°C hasta su ctiza

Tampén CTAB: Tris-HClI 100 mM, pH 8, EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M, bmuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) al 2%, y tras esterilizeen autoclave, se afiade un 0,2% de
mercaptoetanol en el momento de su uso.

7.4. Extraccion de ARN

Con el fin de reducir el riesgo de degradacion d@NA por accion de las
ARNasas, todas las soluciones se prepararon can tegfada con dietilpirocarbonato
(DEPC, Sigma) al 0,1% (v/v), durante 3 horas yteriermente, autoclavada. Ademas
se empled material de vidrio esterilizado por cakxeo y lotes de material de plastico
nuevos y estériles. Para llevar a cabo la extracd&®ARN, tanto de material fungico
como de material vegetal, se utiliz6 el método TRIZOL® (Life Technologies),
siguiendo las instrucciones del fabricante:

1. Se depositaron aproximadamente 30 mg de materedigmente pulverizado,
en un tubappendorfy se afiadieron 1 mL del reactivo TRIZ®L

2. La muestra se homogenizo6 por agitacion duranteejirnglos en un agitador
Silamaf S5 y se incub6 a temperatura ambiente durante6tas.

3. Se afadieron 20QL de cloroformo, se agitbo en wwortex durante 15
segundos y se incubd a temperatura ambiente dizeéhtainutos.

4. Seguidamente la muestra se centrifugd a 120§@uwurante 15 minutos a 4°C,
con el fin de eliminar los restos celulares. Yfdae acusa se transfirio a un
tubo limpio, se le afladieron 5QM de isopropanol y se incubd 15 minutos a
temperatura ambiente para permitir la precipitaciéinARN.

5. A continuacion, se centrifugé a 12000gxdurante 10 minutos a 4°C, para
recoger el ARN y se descarto el sobrenadante.

6. El precipitado se lavé con 1 mL de etanol-DEPCQ8b/agitando emortex y
se recogieron mediante centrifugacion a 750@ xlurante 5 minutos a
temperatura ambiente, descartando el sobrenadantéejgndo secar el
precipitado al aire.

7. Se afadieron 30-50L de agua-DEPC, el tubo se incub6 10 minutos a 60°C
para favorecer la resuspension del ARN, y se ceaser20°C hasta su uso.
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8. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS
8.1. Cuantificacion de acidos nucleicos

La cuantificacion de los acidos nucleicos de lasparaciones se determino
espectrofotométricamente en un equipo NanoDrop tBmmtometet ND-1000
(Thermo Scientific) y utilizando como blanco el\aaite (agua o TE 10:1) en el que
estuvieran resuspendidos. La cantidad de aciddsioos se calculé considerando que
una unidad de absorbancia a 260 nm equivalepmhsL, para ADN, y 4Qug/mL, para
ARN (Sambrook y Russell, 2001).

La calidad de las preparaciones asi como la boddalds cuantificaciones se
comprobaron siempre en geles de agarosa no deslimntes usando marcadores
moleculares de ADN de concentracion conocida.

8.2. Manipulacion enzimatica de ADN

8.2.1. Digestidbn con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion se utilizaron siguieiladdndicaciones del proveedor
(Thermo Scientific, Roche) ya que cada una detidfee unas condiciones éptimas de
digestion en cuanto a la concentracion de salegensperatura y el tiempo de
incubacion. Como norma general, el volumen de lane no debe superar 1/10 del
volumen total de la digestién debido a la alta eotracion de glicerol en las soluciones
empleadas para su almacenamiento. Asimismo, eseoimmie que el ADN esté
suficientemente diluido y limpio, con el fin de atierar las condiciones de reaccion.
Pasos que se siguieron:

1. Se mezclaron en un tubo 1/10 del volumen total igestion de tampon de
digestiéon 10X, la cantidad adecuada de ADN resuliganen agua o en
tampdén TE 10:1, las unidades que se consideramesagas de enzima y agua
destilada hasta completar el volumen de reaccion.

2. La mezcla se incub6 a temperatura adecuada (noent&n37°C) durante 3-7
horas.

3. La digestién se inactivo incubando la mezcla a 88=7durante 5-15 minutos.

8.2.2. Fenolizacion de ADN plasmidico

La eliminacién de impurezas presentes (proteiresim rde enzimas) en muestras
de ADN plasmidico se realizd6 mediante fenolizaciéste proceso se realizo,
particularmente, cuando el ADN plasmidico procetdaun tratamiento enzimético. El
proceso consté de los siguientes pasos:
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1. Inicialmente, se diluyé la muestra con agua defdilestéril, para disponer un
mayor volumen sobre el que realizar los siguieptess, (por ejemplo, hasta
200pL).

2. Se afiadi6 un volumen equivalente de la mezcla fgdooformo/alcohol
isoamilico (25:24:1), se agit6 en wortex y las fases se separaron por
centrifugacion a 13200 rpm durante 5 minutos.

3. ElI ADN se precipité afladiendo 1/10 de volumen deato sodico 3 M pH 5,2
y 2,5 volumenes de etanol absoluto frio, y mantetoela muestra a -20°C
durante al menos 30 minutos.

4. El precipitado se recogio por centrifugacion a 1IB&im durante 20 minutos a
4°C, y se retir0 el sobrenadante.

5. El precipitado se lavd, como se describe en eltag@ar7.2.1 y se resuspendio
en 20-50uL de agua destilada estéril.

8.2.3. Ligacién de moléculas de ADN

Para ligacion de extremos de moléculas de ADN méglita formacion de
enlaces fosfodiéster entre los extremos fosfate &idroxilo 3’, se utilizo la enzima
ADN ligasa del bacteriofago T4 (Roche). La mezctardaccion se realizé en un
volumen final de 20 pL conteniendo 2 pL del tamgérigasa 10X, proporcionado con
la enzima, 1 unidad (U) de T4 ligasa y una relacnmtar entre inserto y vector de 3:1,
incubando la reaccién toda la noche (12-16 hord8Ta

8.3. Reaccibén en cadena de la polimerasa (PCR)

8.3.1. Reacciétn de PCR clasica

Las reacciones de PCR convencionales se realizangheanddl aq polimerasa
(Biotools). La mezcla de reaccion se preparo emaluimen final de 50 pL conteniendo
el ADN molde (la cantidad dependia de la concerttnade partida), 5 uL de tamp6n de
reaccion 10X (conteniendo Mg{l 100 uM de cada dNTP, 1,5 puM de cada
oligonucleodtido y 2,5 uL d&éagpolimerasa.

Las condiciones de amplificacibn consistieron en ciglo inicial de
desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos, segied8b ciclos que incluian: 1 minuto
a 94°C (desnaturalizacion), 1 minuto a la tempesadstablecida empiricamente para
cada par de oligonucleétidos (hibridacion) y, finahte, un tiempo aproximado de 1
minuto por cada kilobase a amplificar a 72°C (esitam). Tras esos 35 ciclos, la
amplificacion se completd con una extension find22C durante 7 minutos.
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8.3.1.1. Marcaje no radiactivo de ADN

Se utilizo elkit "PCR Dig Labeling Mix"(Roche) que tiene una mezcla de
dTNPs que llevan el dCTP marcado con digoxigeninae incorporan al ADN
mediante una reaccion de PCR. La mezcla de reaed@imilar a la descrita en el
apartado 8.3.1 pero utilizando, en una proporcid® Hel volumen de reaccion, los
dNTPs dekit en lugar de dNTPs no marcados.

8.3.2. RT-PCR

Para la sintesis del ADNc se utilizékétl “PrimerScript™” (Takara), siguiendo
las instrucciones del fabricante:

1. Se mezclaron, en un tubo de microcentrifuga y pte erden, 5,5 uL de, 2 pul
del tampdn de reaccion 5X, 0,5 pL de oligo dT (5)y\,5 pL del enzima.

2. Se afadieron 2-3 pg de ARN y se complet6 la médmdta un volumen de 10
ML con agua libre de ARNasa.

3. Se incubd a 37°C durante 15 minutos (hibridacidB)minutos a 42°C (sintesis
del ADNc) y 30 segundos a 85°C, para inactivaesccion por calor.

4. El tubo se mantuvo a -20°C hasta su uso.

8.3.3. PCR atiempo redRéal-timePCR)

Es una variante de la PCR convencional que perraiteun solo paso, la
deteccion y cuantificacion de ADN. En este tratsgautilizé el colorant&YBR Green
qgue emite fluorescencia cuando se une a los fragseue se van amplificando en una
reaccion de PCR.

Se utilizé elkit “KAPA SYBR FAST gPCR(Kapa Biosystems) y la mezcla de
reaccion se prepard en un volumen final de 10 jdyiendo las instrucciones del
proveedor: 6 pL de la mezcla maestra KAPA SYBRAST 2X, 200 nM de
oligonucleotidoforward, 200 nM de oligonucledtideeverse 2 pL de ADNc (menos de

1 ng).

Las amplificaciones se realizaron, por triplicaden un termociclador
StepOnePlus (Applied Biosystems) que se programdasiguientes condiciones: un
ciclo inicial de 10 minutos a 95°C, seguido de 4€los de 30 segundos a 95°C
(desnaturalizacion), 3 minutos a 60°C (anillamignéxtension).

Los oligonucleétidos utilizados en las reaccionesReal-time PCR fueron

analizados mediante una curva de disociacion patarrdinar posibles productos
inespecificos como la formacion de dimeros.
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Para calcular la expresion relativa, se utilizémeldelo 2**°T, que parte del

supuesto de que la eficiencia con la que se amwléi gen problema y el gen de
referencia es Optima e idéntica (correspondient@®) (Livak y Schmittgen, 2001).
Con este método se comparan directamente los Ctgedeproblema y del gen de
referencia ACt) en cada muestra, y posteriormente se compasatClt de la muestras

experimental con respecto a la muestra controlCtes el ciclo donde se encuentra una

cantidad de ADN detectable, o sea que sobrepasalatal (hreshold de florescencia

basal, en una muestra. En este trabajo los niviEesxpresion génica se representan

como el logaritmo en base 10 (lod y, para comparaciones, en las muestras

AACT:
)

control se da un valor de O.

8.3.4. Oligonucleétidos empleados

Los oligonucleotidos utilizados en este trabajaduesuministrados por Sigma-
Aldrich, y se recogen en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2. Oligonucleétidos usados cuando se emple6 como endlDN de T.

parareesei

Nombre Secuencia (5’-3) Aplicacion

cmuF ATGGATTCAGCCGTCGACATG Aislamiento del g&pcmul
cmuR CTACTCTTCGGGTATGAGCC

CmusSpel 1 ACTAGGCAATCTCCATCCC Obtencién de sonda decmul
CmuSpel 2 GGATCTACGTCTCGACCTT con dianasSpd/BanH]|
CmuSpel 3 CTCGAGCAATCTCCATCCC Obtencion de sondaTecmul
CmuSpel 4 AAGCTTACGTCTCGACCTT con dianas<hd/ Hindlll
gPCR-cmuC CGTCCACCTGCGACATTG Expresion ddpemul
gPCR-cmuD GCCTCTGCATCAAGTACTC

Act-1-tricho ATCGGTATGGGTCAGAAGGA Expresién de geandégeno
Act-2-tricho ATGTCAACACGAGCAATGG

TADIR2 TGACCACTTCGCTGCCTATC Comprobacion construcciones
INT-R CATCCATGATAAGAGTCTGAG pSIL-cmuly pJL43b1-cmul
Universal GTTGTAAAACGACGGCCAGT Secuenciacién extremos
Reverso AGGAAACAGCTATGACCATG plasmidos

Pcmu F GACAGATTGAGATCAAGCAG Amplificacion 700 pb promotor
Pcmu R GACTCACATGAGCTGGAAG Tpcmul

h

JA

A

Tabla 3. Oligonucledtidos usados cuando se empleé comoardiN de tomate.
Gen Nombre Secuencia (5’-3) Aplicacion
ACT ACT-tomateF CACCACTGCTGAACGGGAA Expresion relativa de
ACT ACT-tomateR GGAGCTGCTCCTGGCAGTTT gen endégeno
AREB AREB Forward1 GCTCAACAGGAGGAGTGG Sefalizacion de ruta
AREB AREB Reversedl CATCAACAGTCTTATGACTCAG | ABA
DREB3 DREB3 Forward1 GAATCAGTTAACCCCAATTCA Marcador resistencia a
DREB3 DREB3 Reversedl GCTTCGTGGGTTTTGGTGGCG | deshidratacién
EIN2-F EIN2-Forward GTTGCTAAGTGATGCTGTA Sefializacién de ruta de
EIN2-R EIN2-Reverse CGCTCAAGCATGCTGGGCC ET
LOX1-F LOX1-Forward GCCTCTCTTCTTGATGGAG Sefializacién de ruta
LOX1-R LOX1-Reverse GTAGTGAGCCACTTCTCCAA
PR1 PR1-fwl CCTCAAGATTATCTTAACGCTC Sefializacion de ruta 9
PR1 PR1-revl TACCATTGCTTCTCATCAACC
SOS1 SOS1 Forward1 GGTGGACTTCTAAGCGCTAC Marcador resistencia a
SOS1 SOS1 Reversel GAAATTTGATGACAGCTCCCC | sal
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8.4. Electroforesis de acidos nucléicos

8.4.1. Electroforesis de ADN

Los fragmentos de ADN se separaron segun su tamadaante electroforesis
en geles de agarosa, a una concentracion variab®8d1,2% (p/v), dependiendo del
tamafio del ADN que se deseaba separar.

1. Se afiadi6 la cantidad adecuada de agarosa al wolopwesario de tampon
TAE 1X y se fundio por ebullicion en un microondas.

2. Se dejo enfriar entre 55-60°C y se afiadid bromwroetidio hasta una
concentracion final aproximada de 1 pg/mL.

3. Se vertio el gel en la bandeja de electroforesis gejé que solidificara.

4. Se prepararon las muestras afladiendo tampon de @4rg

5. Se llevé a cabo la electroforesis en tampdn TAE ap¥icando un voltaje
aproximado de 5 V/cm de longitud de la cubeta, ynstuyeron, en el gel,
marcadores de ADN de pesos moleculares conocidos.

6. Se visualizaron las bandas mediante iluminaciénlupmltravioleta, y se tomé
una imagen del gel si procedia.

Tampon TAE 50X: Tris-acetato 2 M, pH 8,0; EDTA 50 mM. Se pesar@l?2 2 de Tris, se
afadieron 57,1 mL de acido acético glacial y 100delEDTA 0,5 M pH 8,0.

Tampdn de carga &: sacarosa al 40% (p/v); azul de bromofenol ab%p/v); xileno cianol FF
al 0,25% (p/v).

8.4.1.1. Purificacién de ADN a partir de geles darasa
Los fragmentos de ADN de interés se cortaron detlg agarosa con la ayuda

de un bisturi y de forma rutinaria se purificarotilizando el kit “ NucleoSpiff’
(Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones dmta comercial.

8.4.2. Electroforesis de ARN

Para las electroforesis de muestras de ARN, lopdags se prepararon en agua-
DEPC. El resto del material necesario (cubetasiggeibandejas) se mantuvo esObl
al 3% durante al menos 30 minutos y, posteriormesetéavé con agua-DEPC.

Para comprobar la calidad del ARN extraido, se tim electroforesis en un gel
de agarosa al 1% en TAE 1X. Se consideré que el ARNido era de calidad cuando
pudieron apreciarse de manera clara e intensaaladab correspondientes a los ARN
ribosémicos 18 y 28S.
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8.5. Secuenciacién de ADN

La secuenciacion de ADN se realizé en el Serviei®@dcuenciacion Automatica
de la Universidad de Salamanca. Para productos @GR ¥ ADN plasmidico, se
utilizaron entre 50-100 y entre 400-600 ng de AD®gpectivamente, por cada kb de
longitud del producto a secuenciar y 3 pmoles digboucleétido de interés, en un
volumen final de 8 pL.

8.6. Hibridaciéon del ADN

8.6.1. Transferencia de ADN a membrana

Se realizaron digestiones de aproximadamente 20ep4DN gendmico, como se
describe en el apartado 8.2.1, con la enzBad. Los fragmentos originados se
separaron por electroforesis en gel de agaros@8%, Conteniendo bromuro de etidio,
aplicando un voltaje de 55 V durante 8 horas. Wsmfetografiado el gel se sometié al
siguiente protocolo:

1. Se trat6 con acido HCI 0,5 N durante 15 minutoagitacion moderada, con el
fin de fragmentar o crear mellas en las molécuaAQN mayores de 10 kb. A
continuacion, se lavd dos veces con agua destilada.

2. Se bafié, con agitacibn moderada y por este orden, selucion
desnaturalizante durante 45 minutos, dos lavadosigoa destilada y solucion
neutralizante durante 45 minutos. Y se equilibro ebtampon SSC 10X, en
agitacion durante 1 hora.

3. Los fragmentos de ADN se transfirieron, por cajukal, desde el gel a una
membrana de nylon Hybond\* (Amersham), en el tamp6n SSC 10X durante
24 horas. Para ello, el gel se situ6 sobre un sompre tenia papel de filtro
Whatmarf 3MM (dos laminas) y dentro de un tanque de tan®6 10X, los
filtros en contacto con el tampdn. Sobre el get@ecaron sucesivamente, la
membrana de nylon del tamafio del gel, 2 capas i Péhatmafi 3MM, una
columna de papel absorbente y, finalmente, un ges®,5 kg para facilitar la
transferencia.

4. La membrana se lavo en tampdén SSC 6X durante 5tosinuse dejé secar
entre dos laminas de WhatnfaBMM.

5. El ADN se fij6 a la membrana por irradiacion corz lultravioleta en un
Stratalinker(Stratagene), aplicando 120 mJ durante 30 segundos

Solucion de desnaturalizacionNaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M.
Solucion de neutralizacién:NaCl 3 M; Tris-HCI 0,5 M, pH 7,5.
SSC 20X:NaCl 3 M; citrato sddico 0,3 M. Se ajusta a pH&H@ NaOH.
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8.6.2. Prehibridacion, hibridacién y lavados

La prehibridacion tiene como finalidad, ademas giglérar la membrana con
el tampdn de hibridacidon, bloquear los sitios adide la membrana donde no se han
unido los acidos nucleicos transferidos. La pret#mion se llevé a cabo en 50 mL de
solucién de hibridacién (cantidad inferior a 1@ por cnf de membrana) y la
incubacion se realizé a 65°C durante 2 horas. hadaicion se realizé en un volumen
de 10 mL de solucion de hibridacion a la que serpar6é la sonda marcada con
digoxigenina, segun se describe en el apartadd.8,3; previamente desnaturalizada
por calor, incubando a 65°C durante 12 horas.

La membrana se lavé con soluciones de lavado dedu@nica cada vez menor
(desde SSC 2X con SDS al 0,1% hasta SSC 0,1X cé&D,1%) y a temperaturas
cada vez mas altas (de 37 a 65°C), para selecdamhidridaciones mas especificas.

Tampén de hibridacién: para preparar 200 mL, se afiadieron en este ord@mml4de
agua, 0,4 mL de SDS al 10%, 2 mL de sarcosina @ (@@Vv), 2 mL de una solucién de
"Blocking Reagefit(Roche) al 10% y 50 mL de SSC 20X. Bldcking Reagefitse prepara
al 10% afiadiendo el polvo en tampon &acido malejtoM) NaCl 0,15 M ajustado el pH a
7,5 con NaOH solido, calentado a 65°C, autoclayactinservado a 4°C.

8.6.3. Deteccion

La deteccion se realiz6 con anticuerpos frentegaxiljenina conjugados con
fosfatasa alcalina. El revelado de la actividadafiasa se llevo a cabo mediante una
reaccion quimioluminiscente empleando el reac®@OP-Star (Roche). Para ello se
siguid, con ligeras modificaciones, el protocol@ guoporciona la casa comercial:

1. Tras llevar a cabo los lavados, se tratd la menabam tampdn de lavado
(washing buffera temperatura ambiente durante 5 minutos.

2. Se afadio sobre la membrana la solucion de bloggeancubo en agitacion a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

3. Se afiadio sobre la solucion anterior el anticué&mpiDIG-AP Fab fragments
(Roche) a una dilucién 1:20000 y se incubd en eigita a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

4. Se hicieron dos lavados de 15 minutos con tampdavaelo.

5. Se afiadio el tampon de deteccion durante 3-5 nsnpsva equilibrar la
membrana.

6. Se retird el tampon y se afadid el reacP-Star(Roche), diluido 1:1000
en tampdn de deteccion, sobre la membrana y s@&dalmisma con un papel
de plastico transparente para facilitar la distribn del reactivo por toda la
superficie de la membrana. Se incubo6 5 minutossearaad.
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7. Finalmente, se expuso la membrana en un equipo a@®ura de
guimioluminiscencia FUJIFILM LAS-100.

Tampon maleico:NaCl 150 mM; acido maleico 100 mM, pH 7,5.
Tampoén de lavado:Tween 20 al 0,3% (v/v) en tampon maleico.
Solucién de bloqueoBlocking Reagerdl 1% (p/v) en tampdn maleico.
Tampon de deteccionTris-HCI 100 mM, pH 9,5; NaCl 100 mM.

8.6.4. Reutilizacién de membrana

Las membranas se sometieron a los siguientes layedta su reutilizacion:

1. Un lavado de 2 minutos en agua destilada estéril.

2. Dos lavados de 15 minutos a 37°C en una solucidwed¥ 0,2 M con SDS al
0,1%.

3. Dos lavados de 15 minutos a temperatura ambieng&Sen2X.

4. Y, finalmente, la membrana se sumergio en SSC 28X gonservé a 4°C.

9. MANIPULACION DE PROTEINAS
9.1. Obtencidn y cuantificacion de proteinas intraglulares deT. parareesei

Las proteinas intracelulares se obtuvieron a pagtimicelios de las cepas Te
parareeseicrecidas bajo las condiciones descritas en etag@ad.2.4. Se utilizaron 0,5
mL de una solucién de Tris-HCI 100 mM pH 7,5 y S&130% (p/v) por cada 50 mg de
micelio liofilizado, y la mezcla se homogenizé nsde una incubacion a 800 rpm y
4°C durante una hora. Seguidamente, la muestrergeifegd a 12000 rpm y 4°C
durante 20 minutos y el sobrenadante se recupeodservé a -20°C hasta su uso. Para
proteinas destinadas a ensayos de actividad caosmaasa se siguio una metodologia
diferentes que se detalla dentro del apartado dédi@ la determinacion de dicha
actividad.

La cuantificacion de proteinas se realizé por dloa@ de Bradford (Bradford,
1976), utilizando el reactivBio-Rad Protein AssayBio-Rad). Para reacciones de 1
mL, se mezclaron 2 uL del extracto proteico, corememente diluido, con 798 pL del
tampén Tris-HCI 100 mM pH 7,5 y 200 pL del reactiBoadford. Las muestras se
homogenizaron e incubaron a 37°C durante 15 minusesmidio la absorbancia a 595
nm. La cantidad de proteina se determiné por esdmamn sobre una recta patron
realizada simultaneamente con diluciones seriadassatoalbumina bovina (BSA,
Sigma) en un rango de concentraciones conocides 220 pg/mL.
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9.2. Determinacion de actividades enzimaticas

9.2.1. Actividad corismato mutasa

La actividad corismato mutasa, que cataliza el pksoorismato a prefenato en
la célula, se determind espectrofotométricamengeiesido el método descrito por
Davidson y Hudson (1987), con algunas modificagorieste método se basa en la
deteccién del fenilpiruvato que se forma a parérpiefenato cuando se acidifica el
medio.

Se partié de micelio crecido bajo condiciones di&scen el apartado 4.2.4 de
materiales y métodos. El micelio se recogié pdrafdion, se eliminé la humedad con
papel secante, se afiadieron 5 veces su volumemgn Tris-HCI 100 mM, pH 7,0,
conteniendo 0,1 mM del inhibidor de proteasas tlumide fenilmetilsulfonilo (Sigma),

y se homogenizo, con la ayuda depatter. La mezcla se centrifugé a 1000@Q x 4°C
durante 10 minutos, y el sobrenadante se recogitnenbo limpio y se sometié a un
prefraccionamiento con objeto de concentrar en lgstma las proteinas de masa
superior a 10 kDa. Para ello, 3,5 mL de extractigito se pasaron por una columna
Amicon Ultra-4,cut-off 10 kDa, (Millipore) y se centrifugd a 7500gxy 4 °C durante
10 minutos, hasta recuperar una sexta parte dalmesi inicial. Y, el contenido de
proteina total se cuantific6 como se indica erpatado 9.1 de materiales y métodos.

La reaccién se llevd a cabo, por triplicado, envalumen final de 200 pL y
utilizando una placanicrotiter de 96 pocillos con fondo plano. Se prepard una taezc
con los siguientes compuestos: de acido corismimd/1(Sigma), BSA 0,1 mg/mL, 2-
mercaptoetanol 10 mM y 40 pL del tampdn Tris-HCId® y EDTA 1 mM, pH 8,0.
Los componentes de la reaccion se mezclaron conpung de micropipeta, se
agregaron 20 pL del extracto proteico y la mezelansub6 a 37°C durante 5 minutos.
Se afadieron 40 puL de HCI 1 M, para favorecer lavesion de prefenato a
fenilpiruvato, y se incub6 a 37°C durante 10 misuta reaccion se paré con 100 pL
de NaOH 2,5 M y se midio la absorbancia a 340 rema lBada una de las muestras se
incluy6 un control negativo, también en triplicadonde el extracto proteico se afiadio
a los pocillos después de parar la reaccion. Uidadrde actividad corismato mutasa se
defini6 como la cantidad de enzima que catalizaotaversion de umol de corismato a
prefenato por minuto a 37°C.

9.2.2. Actividad quitinasa

Para llevar a cabo el ensayo de actividad quitinesaempledé como sustrato
quitina coloidal diluida en un tampon fosfato 70 np 6,0 a una concentracion de
0,25 mg/mL. Se mezclaron 200 pL de quitina colol&®0 pL del extracto proteico
(obtenido segun el apartado 9.1 de materiales gdoé} y la muestra se incubé a 37°C
durante 1 hora. La reaccion se pard por calentamieeri00°C durante 10 minutos, se
centrifugd a 10000 rpm durante 15 minutos y segiecon 200 uL del sobrenadante en

66



Materiales y Métodos

un tubo nuevo, en los que se determind la conaaétrade N-acetil glucosamina
(NAcGIn). En el ensayo se incluyé como blanco un@sira sin sustrato.

La cuantificacion de NAcGIn en las muestras seizéale acuerdo al método
descrito por Ressing y col. (1995). En un tubo @adeeron 200 pL de la muestra
problema y 160 puL de boérax 0,2 M, la muestra s@didurante 3 minutos y se pasoé a
un bafio de hielo. Se afiadi6 1 mL de p-dimetil atménaoaldehido al 10% (p/v) en
acido acético 15,2 N y HCI 1,25 N, diluido 10 veass acido acético glacial. Se
incubd a 37°C durante 30 minutos y se midio la di@swia a 585 nm. La medida de la
concentraciéon de NAcGIn se realiz6 por extrapolaaobre una recta patrén realizada
con soluciones de NAcGIn de concentraciones coasciden un rango de 0 a 600
ng/mL. Una unidad enzimatica (1 U) fue definida odiancantidad de enzima capaz de
liberar 1 pmol de equivalentes de NAcGIn por mirkago las condiciones del ensayo.

9.2.3. Actividad proteasa

La actividad proteasa se determiné utilizando éboh@ descrito por Holwerda y
Rogers (1992). La mezcla de reaccién se prepatiemlumen de 600 pL afadiendo:
415 pL de tampodn acetato 50 mM pH 5,5, 10 pL deheto proteico y 125 pL de Brij
35 (Sigma) al 1% (v/v). Esta premezcla se incub®02C durante 5 minutos y se
afadieron 50 pL del sustrato azocaseina al 1% (Blgma). La muestra se incubo a
30°C durante 1 hora y la reaccién se pard con 408euacido tricloroacético al 10%
(p/v). La reaccion se centrifugd a 13000 rpm dw&nminutos, se recogiendo unos 800
uL de sobrenadante y se midi6é la absorbancia anB66En paralelo, se obtuvo una
recta patron con concentraciones conocidas de s&ioea en un rango de 0 a 500
pg/mL.

9.2.4. Actividad celulasa

Para determinar la actividad celulasa de los extsaproteicos se midié la
formacion de azlcares reductores (Somogyi, 1952urEtubo se afiadieron 20Q de
una solucion de carboximetil celulosa (CMC) al &) en tampdn acetato 50 mM pH
5,5y 10ug de proteina total, y la mezcla se incub6 a 318@rde 1 hora. Esa reaccion
se centrifugé a 12000 rpm durante 1 minuto y segiecon 150uL del sobrenadante.
Se afadieron 15QL de la solucion Somogyi (Somogyi I: Somogyi Il proporcion
4:1). La mezcla se hirvié durante 10 minutos, s&mahielo, se afiadieron 1a0 del
reactivo de Nelson y se agitdé vigorosamente elpg@mecesario para eliminar el €0
emergente. La muestra se diluyd hasta un volumehXell con agua deionizada, se
centrifugd a 12000 rpm durante 1 minuto, y en 1 del sobrenadante se midio la
absorbancia a 520 nm. La cuantificacion de azucesdsctores en las muestras
problema se obtuvo por extrapolacion de una reatadp, preparada en paralelo, con
disoluciones de glucosa de concentraciones cormeiatae 0 y 600 ug/mL. Una unidad
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enzimética (1 U) fue definida como la cantidad deima capaz de liberar 1 pmol de
equivalentes de glucosa por minuto en las condisialel ensayo.

Reactivo de Somogyi I:15 g de tartrato potasico, 30 g de,8@; y 20 g de NaHC®en 300 mL

de agua desionizada. La solucién resultante sé@8aldre una solucién de 180 g de Na&® 500

mL de agua desionizada. Finalmente se complet@ Haktcon agua desionizada y se conservé la
solucion a temperatura ambiente.

Reactivo de Somogyi I1:2 g de CuS@5H,0 y 18 g de NaS£en 100 mL de agua desionizada. El
reactivo se conservé a temperatura ambiente.

Reactivo de Nelsonse disolvieron 12,5 g de (NH, MoO,-4H,0 en 225 mL de agua desionizada
y se mantuvo en agitacién mientras se afiadian 1@enHSO, concentrado. Por otro lado, se
prepard una segunda solucién de 1,5 g de Ngas(2,5 mL de agua destilada. Ambas soluciones
se mezclaron y se mantuvo la mezcla a 37°C durd8téoras. El reactivo se conservo a
temperatura ambiente y en un frasco topacio, patagerlo de la luz.

10. DETERMINACION DE METABOLITOS
10.1. Cuantificacién de acido salicilico (SA) medie método colorimétrico

Se partié de sobrenadantes procedentes de cultevéss hongos crecidos bajo
condiciones descritas en el apartado 4.2.3 de maleery métodos, recogidos por
filtracion y se siguié metodologia previamente dés¢lLeeman y col., 1996; Mercado-
Blanco y col., 2001), con pequefias modificacionessg indican a continuacion:

1. Se extrajeron 4 mL de sobrenadante de cultivo,igmeente acidificado hasta
pH 2,0 con HCI, con 2 mL de cloroformo (agitacidsgparacion de fases).

2. Se recuper6 la fase cloroférmica, y la fase acsesaxtrajo nuevamente con 2
mL de cloroformo. Y, se juntaron las fases clomofias de ambas
extracciones.

3. A esa muestra (fase cloroférmica) se afiadieron SigtEeCi 2 M y 4 mL de
agua desionizada. Se agito y, después de sepanasamente dos fases, se
recogié 1 mL de la fase acuosa para medir la abeoi® a 527 nm

La cantidad de SA en las muestras problema sendgieteipor extrapolacion en
una recta patron preparada, en paralelo, con ctracemes conocidas de SA desde 0 a
2 mM.
10.2. Cuantificacion de metabolitos mediante HPLC-18

Se partié de 100 mL de sobrenadantes de cultpaxddentes de dos réplicas

biologicas) de 48 horas obtenidos tras incubaref@acl6 o los transformantes die
parareeseiS-cmu0, S-cmul, S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4 en trediamediferentes,
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PDB, MM-glucosa 2% y MM-glucosa al 2% suplementadno Tyr 5mM, Phe 5 mM y
Trp 2 mM. Cada sobrenadante, se concentré potidedion, hasta obtener un polvo,
gue se resuspendid en 2 mL de una solucion agumoldP:1) y se filtré a través de
filtros de 0,22um. Estas muestras se enviaron al servicio de noesksUniversidad de
Salamanca para la cuantificacion de los compuesfgdirosol e IAA. Los analisis se
realizaron mediante cromatografia liquida de HPL@pleando como deteccion
espectrometria de masas por ionizaciorldetrospraycon deteccién en modo positivo
para el IAA y en modo negativo para el SA. El tilose analizé por cromatografia de
gases masas.

11. ENSAYOS DE CRECIMIENTO
11.1 Ensayos coif. parareesei

11.1.1. Cantidad de in6culo y presencia de Phasdiry Trp

En un ensayo en placaicrotiter se evalud la influencia en el crecimientoTde
parareeseide la cantidad de indculo del hongo y la presedeitirosol en en el medio
de cultivo. Se utilizaron placas de 96 pocillos d@9 pL de medio PDB por pocillo,
inoculadas con 0 1C°, 10* 6 1C esporas /pocillo y, a su vez, conteniendo 0, 00 2
50 mM de tirosol. Las placas se incubaron en carhéraeda a 28°C con agitacion
moderada y se midio la absorbancia a 590 nm trés2, 24 y 26 horas de incubacion.
Para cada condicién ensayada, se emplearon tdpBcga sus blancos correspondientes
(pocillos que contenian la mezcla pero sin esporas)

También se utiliz6 un ensayo de crecimiento en eediido para evaluar el
efecto de Phe, tirosol y Trp en el crecimientoTdeparareesei Se inocularon 200
esporas del hongo en placas conteniendo medio Ripkreentado o no (control) con
10, 15, 30, 50 o0 100 mM de cada uno de estos catgripor separado. Las placas se
incubaron en oscuridad a 28°C durante 48 horasn&dyo se realizé por triplicado y
los resultados se expresan como porcentajes demeato respecto a sus
correspondientes controles, dando un valor de 1d&l0%@yor diametro de crecimiento.

11.1.2. Distintos medios de cultivo

Caracteristicas fenotipicas como crecimiento, edacdon y pigmentacion del
medio de cultivo de cepas de parareese(silvestre y transformantes) se compararon
tras su crecimiento en los medios PDA, PPG, MEA, M8IM-glucosa al 2%. Las
placas se inocularon con 200 esporas del honganadaron durante 7 dias en
oscuridad a 28°C y se fotografiaron. El ensayeeakz6 por triplicado para cada medio
y cepa. El crecimiento se evalué midiendo los diémsede las colonias a las 48 horas
de incubacion.
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Para los ensayos de complementacion, se partibedgonvM-glucosa al 2%
que se suplement6 o no con Phe, Tyr o Trp, sepata o en combinaciones de dos
de ellos o los tres a una concentracién de 10 niM oao. Las placas se incubaron con
se describe en el parrafo anterior.

11.1.3. Distintas temperatura de incubacion

Para evaluar el efecto de la temperatura sobreeelntiento de cepas de
parareesei(silvestre y transformantes), se inocularon 2Qibess del hongo en placas
conteniendo medio PDA. Las placas se incubaron a&a 37°C, en oscuridad, durante
40 horas. Cada condicion se evalu6 en triplicatiis yesultados se expresan, para cada
cepa y temperatura, como diametro de crecimienta delonia.

11.1.4. Con exudados de plantas

Para los ensayos de crecimiento de las cepds parareeseen medio liquido
que contenia los compuestos exudados po plantasnugte, se utilizaron cultivos
hidroponicosTrichodermatomate. El medio liquido se obtuvo después decenl@0
semillas de tomate en cada cBJaytatray Ilsobre una gasa colocada encima de una reja
de acero inoxidable, sosteniendo la gasa 1 cmmmmea de 100 mL de medio MS. Las
cajasPhytatray llse incubaron durante 12 dias sobre un agitaditaba80 rpm en un
fitotrbn, mantenido a las condiciones descritasekrapartado 4.4 de materiales y
meétodos. En paralelo, se mantuvo MS en tubmson estériles bajo idénticas
condiciones de incubacién para ser utilizado coradimcontrol.

Pasados los 12 dias, se recogieron el medio cdotenilas cajaBhytatray Iy
el de los tubogalcony se utilizaron para rellenar placascrotiter a razén 12QL de
medio liquido por pocillo. Para cada cepa y medama pocillo se inoculé6 con 2000
esporas, contenidas en D de agua estéril, y se utilizaron triplicados.ceécimiento
de las cepas se determind, tras incubar las plagesotiter durante 48 horas a
temperatura ambiente o a 37°C, midiendo la absoiar620 nm.

11.2. Ensayos con tomate

Para determinar el efecto de la Phe, el tirosdl org en la germinacion y el
crecimiento de plantas de tomate se utilizaron gslaBetri de 9 cm de diametro
conteniendo medio MS suplementado o no (contrat) 2,010, 50, 100, 250 o 500 uM
de Phe; con 2, 10, 50, 100, 250, 1000 o 50@0de tirosol; o con 2, 10, 50, 100, 250,
1000 o 5000 de Trp. Las placas se incubaron enitatr6h bajo las condiciones
descritas en el apartado 4.4 de materiales y mgt@&dgorcentaje de germinacién para
cada condicion de cultivo se determind a los 5 d@asembradas las semillas vy, tres
dias mas tarde, las placas se fotografiaron y d@na altura (cm) de la parte aérea de
las plantulas.
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12. ENSAYOS ANTIFUNGICOS
12.1. Cultivos duales

La cepa silvestre T6 y los transformanteslTdg@arareesefS-cmu0, S-cmul, S-
cmu2, S-cmu3 y S-cmu4 se enfrentaron a los paté&g@noinerea,F. oxysporumpP.
ultimumo R. solanien placas de PDA o MEA (paBa cinered. Cilindros de agar de 5
mm de didmetro procedentes de colonias en crediongativo deT. parareesey de los
patdgenos se colocaron en el medio de cultivo aistancia de 5,5 cm, se incubaron a
28°C durante 10 dias y las placas se fotografig®enanalizé el comportamiento del
crecimiento de cada cepa deichodermafrente a los patdgenos. Cada uno de los
enfrentamientos se llevo a cabo por triplicado.

12.2. Ensayos de membranas

Discos de micelio de 5 mm de la cepa silvestre 0@ tos transformantes de
parareeseiS-cmu0, S-cmul, S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4, se incmulen el centro de
placas de PDA, sobre una membrana de celofan enengorana de didlisis de celulosa
de 14 kDa de tamafio de poro, y se incubaron a 28t@nte 36 horas. Pasado este
tiempo, se retiraron las membranas, y se sembidisoos de 5 mm de cultivo de los
patégenosB. cinerea,F. oxysporumP. ultimumo R. solani.Como controles, estos
patdégenos fueron inoculados en un medio donde rmk®& cultivadol. parareesei
Todas las placas se incubaron a 25°C durante vdiéss Los resultados se expresan
como porcentaje de inhibicién del crecimiento de thferentes patdégenos por las
diferentes cepas d€. parareeseien celofdn o en celulosa. Para cada situacion se
midieron los diametros de seis placas.

13. ENSAYOST. parareeseiTOMATE IN VITRO

En los ensayos realizadas vitro, se incluyeron la cepa silvestre T6 y los
transformantes d€&. parareeseB-cmu0, S-cmul, S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4 con fines
comparativos.

13.1. Efectos sobre el desarrollo de plantas de tate

13.1.1. Efecto del hongo

Semillas de tomate fueron sembradas en placas ¢eetteniendo 20 mL de
medio MS con 0 o0 10 mM de NaCl. A los tres diasirdibacién en un fitotrén,
condiciones descritas en el apartado 4.4, las pleeanocularon con 200 esporaside
parareeseia 1,5 cm de distancia del borde, por el lado degdéces. Dos dias después
de la inoculacion del hongo, las placas se fotoan@i y se determind el porcentaje de
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germinacion y la altura de las plantulas. Para cadfalicion ensayada, se incluyeron
cinco placas por condicién con 7 semillas por placa

13.1.2. Efecto del sobrenadante

Semillas de tomate se sembraron en cBjagatray conteniendo 100 mL de
medio MS semisélido (agar al 0,5% p/v) adicionadmamcon 2, 10 o 25 mL de
sobrenadante de cultivo del hongo en medio MM-gac2o, obtenido como se detalla
en el apartado 4.2.3 de materiales y métodos. djaskhytatrayse incubaron bajo las
condiciones descritas en el apartado 4.4 de miaeria métodos durante 5 dias.
Después de este tiempo, se determiné el porcedgggerminacion de las semillas. Tres
dias mas tarde, se midié las longitudes de pareagéde raiz principal; y la cantidad y
tamafio de raices laterales en base a la escalayl@anas, pocas, abundantes y muy
abundantes. Los resultados son media de tresasgiior condicion y 20 semillas por
réplica.

13.2. Colonizacioén de raices de tomate

Para evaluar como influye el silenciamiento génideoTpcmulen el hongo
sobre su capacidad colonizadora de raices de t@®aiglizé un ensaym vitro en el
gue se incluyeron la cepa silvestre T6 y los t@mséantes dd. parareeseb-cmu0, S-
cmul, S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4. Plantulas de tordetelO0 dias crecidas bajo
condiciones de cultivo hidroponico, este sistemaulgvo se detalla en Rubio y col.
(2014), se inocularon con 1@erminulas d&. parareeseiobtenidas como se describe
en el aparatado 4.2.2 de materiales y métodoss A8ahoras de aplicar el hongo, se
recogieron raices de 9 plantas por condicion yxt@je el ADN, segun se describe en
el apartado 7.3 de materiales y métodos. La cueatdibn del ADN fungico en las
raices de tomate se realiz6 medidRé&al-timePCR. La preparacién de las mezclas de
PCR y las condiciones de amplificacion se descréoerl| apartado 8.3.3 de materiales
y métodos. Se utilizaron el gen dedetina del hongo y de la planta como genes de
referencia y triplicados de cada muestra. La cadtide ADN fungico se estimo
extrapolando los valores Ct sobre una recta pabiiienida a partir de cantidades
conocidas de ADN del hongo. A su vez, estos valseesormalizaron con la cantidad
de ADN de tomate presente en la muestra, calcudaghartir de una recta patron
obtenidas con cantidades conocidas de ADN de tomate

14. ENSAYOST. parareeseiTOMATE IN VIVO

En los ensayos realizadas vivo se testaron la cepa silvestre T6 y los
transformantes d€&. parareeseB-cmu0, S-cmul, S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4 con fines
comparativos.
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14.1. Ensayos bajo estrés salino

Plantas de tomate de 2 semanas crecidas bajo mmaicde invernadero, segun
se describe en el apartado 4.4 de materiales ydwstse inocularon o no (control) con
2 mL de 16 esporas/mL de una cepa de parareesei En un ensayo, dos semanas
después, la mitad de las plantas se sometieronri@gmcon agua (5 mL por planta) y
la otra mitad a un estrés salino (riego con 5 mINd€l 200 mM), que se prolongd
durante dos semanas. Pasado este tiempo, se raidafiura de las plantas, y se
fotografiaron. Se ensayaron 6 condiciones difeseertara cada uno de los dos
tratamientos (sin y con estrés salino) y se utitima6 macetas, con dos plantas por
maceta, para cada condicion. En otro ensayo, E#gd, a los 5 dias de inocular el
hongo y durante 15 dias, se sometieron a un estlié® utilizando una lamina de 2 L
de NaCl 300 mM por bandeja. Se utilizaron 8 plamias condicién, bandejas de
52x37x7 cm de tamafio con 12 macetas por bandsggyaluaron el grado de clorosis,
estableciendo una escala con tres grados diferémederado, medio y maximo) y
caida de hojas verdaderas, que se expresa en {@pecen

14.2. Ensayos de infeccion cdB. cinerea

Hojas procedentes de plantas de tomate despué8 Herds o de 15 dias de
aplicar 2 mL de agua (control) o de una soluciéri@eesporas/mL de una cepa Te
parareeseicuando las plantas tenian 2 semanas de edadlizaran para evaluar la
capacidad de las diferentes cepas para induciuestas de defensa frente al patdgeno
B. cinerea

Las hojas se colocaron sobre esponjas, previanmanjadas en agua, y se
inocularon con 15 pL de una solucién de germinac@mpuesta por glucosa 20 mM y
KH,PO, 20 mM, pH 6,5, y que contenia 1500 esporas debgeab. Las hojas
inoculadas artificialmente se mantuvieron en umaata humeda, en oscuridad, y a
24°C durante 4 dias. Se midi6 el diametro de Isisres y se utilizdé una escala de 0
(ausencia de lesion) a 5 (lesiones superiores am,8e diametro) para cuantificar las
lesiones provocadas pBr cinerea

14.3. Ensayos de infeccion con Pst

Plantas de tomate de 2 semanas, crecidas bajoctorel de invernadero, y
tratadas o no (control) con una cepald@arareeseicomo se describe en el apartado
14.2 de materiales y métodos, se utilizaron pasduav la capacidad de las diferentes
cepas para inducir respuestas de defensa frepg@eno Pst en tomate. A su vez, se
utilizaron dos cepas del patdégeno, con distintal@me virulencia, Pst3000 y Pst3118
(cor), que se crecieron en los medios y bajo las cantks descritas en los apartados
3.1y 4.1 de materiales y métodos.
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Para cada una de las dos cepas de Pst ensayad#@ectadon se realiz6 por
inmersion del follaje de la planta, durante 10 selgg, en una solucion bacteriana de
una densidad 6ptica de 0,005 a 600 nm, a la qaéa#io posteriormente el surfactante
Silwet L-77 al 0,03%. Las soluciones bacterianaprepararon a partir de cultivos de
14-16 horas a 28°C, de los que las bacterias sgiezon por cetrifugacion a 2500 rpm
y 4°C durante 5 minutos, y se resuspendieron edd MgC} 10 mM hasta alcanza una
densidad Optica de 0,005. Una vez inoculadas lastgs artificialmente con el
patdgeno, se mantuvieron en condiciones de altaetiadha temperatura ambiente
durante 72 horas. El grado de infeccion de lastgdaisometidas a los diferentes
tratamientos se cuantific6 mediante un recuentdalderias presentes en hoja. Se
utilizaron 3 plantas, tomadas al azar, de cadaiciamdy un disco de hoja de 5 mm de
diametro por planta, recogido éste de las hojasraups. Al material de hoja recogido,
se afladié 1 mL de agua estéril y la muestra se genimd con ayuda de un agitador
Silamaf S5. Se prepararon diluciones seriadas y se seonbem triplicado, 10QL de
cada muestra en medio KB, suplementado con elftiBiéico-s adecuado-s segun la
cepa de Pst ensayada (apartado 3.1 de materiaiésoglos). Las placas se incubaron a
28°C durante 48 horas y se realizo el recuentmibmias en la dilucion-es adecuada-s.
Los resultados se expresan como UFC de Pst par deshoja de tomate.

15. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en los diferentes ensayos reet®won a un analisis de
varianza ANOVA para determinar si existian diferencias signifiees entre ellos.
Cuando se presentaron diferencias estadisticas lesttratamientos, se aplicé el test de
comparacion multiple de Tukey-HS@®lonestly Significant Differengedel programa
Statistixversion 8.0 para Windows, que determina entretapiamientos se presentan
dichas diferencias.

16. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS Y SOFTWAREUTILIZADOS
16.1 Busqueda de secuencias similares en bases aesl
16.1.1. FASTA

El algoritmo FASTA (Pearson y Lipman, 1988) es uwmaroximacion al
algoritmo de Smith y Waterman (1981), que dividsdauencia en palabras solapadas,
con una longitud de dos letras para proteinas ® gaia acidos nucleicos. Cada
secuencia de la base de datos es dividida de raarfarma. Estas dos listas de palabras
se comparan para encontrar palabras idénticas drasasecuencias. Este método
permite diferentes combinaciones entre acidos made/ proteinas, proporcionando un
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valor, elZ-score que después es convertido en un valoE&glug, como en el caso
del BLAST.

Las comparaciones de secuencias utilizando esteitalg se realizaron en el
servidor del Instituto Europeo de BioinformaticaB(E disponible en la pagineeb
http://www.ebi.ac.uk/fasta3.

16.1.2. BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Toplsonstituye una coleccion de
diferentes programas que permiten distintas comolwnas entre acidos nucleicos y
proteinas, sean estos las secuencias problemalas dmses de datos de secuencias.
Lleva a cabo alineamientos de tipo local entresewiencia desconocida y una base de
datos. Las mayores ventajas de BLAST son su grdocidad y la evaluacion
estadistica que realiza de los resultados. El petr@nestadistico correspondiente al
valor E se calcula en funcién de que un alineamiento oquuraazar. Por ejemplo, si
tenemos un valor E igual a 0, significa que la plolidad de que ese alineamiento haya
ocurrido por azar es 0.

Las comparaciones de secuencias usando las désreatiantes del algoritmo
BLAST (BLASTN, BLASTX, BLASTP) se llevaron a cabo éa paginavebdel NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

16.1.3. Alineamiento de secuencias

Hay dos tipos principales de alineamiento de sesasnglobal y local. El
global optimiza el alineamiento sobre toda la ltudyide la secuencia, mientras que en
el alineamiento local, prioriza alineamientos eaginentos de la secuencia con una gran
cantidad de coincidencias.

Un alineamiento multiple de secuencias de proteflgata misma familia nos
proporciona informacion sobre la evolucién de datailia, ya que el alineamiento
muestra la presién de la evolucién en cada amidoacmuestra también las posiciones
gue son clave para mantener el plegamiento y keidarde las proteinas.

Para los alineamientos realizados en este trabamgpleo el progranfalustalX
(Thompson y col., 1994).

16.1.4. Otras manipulaciones de secuencias

La busqueda de marcos de lectura abi®@@e( Reading Frame®©RFs) sobre
las secuencias de ADN, la traduccion de los missnlassecuencia proteica y un primer
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analisis elemental de esta secuencia proteicaaizai®n con el programiaditSeq que
forma parte del paquete informaticasergengDNASTAR Inc., Madison, EE.UU.).

Para ensamblar las secuencias parciales o los wgramas procedentes de un
mismo clon se empled el prograntegman Il(Lasergene, DNASTAR Inc.). El
programa Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas14x.htmgrmitié el
manejo de los cromatogramas y la exportacién dsdasencias a otros formatos.

16.2. Analisis estructural de proteinas

Los métodos de prediccion de la estructura seciendaruna proteina tratan de
predecir si un residuo concreto pertenece a unestiess 3 estados: héliae hoja
plegada3 o bien, a segmentos irregulares o no ordenadés pieteina. Estos métodos
han evolucionado mucho en los ultimos afos. Algipio se basaban en la probabilidad
estadistica de que un aminodcido concreto peremaea una de las tres estructuras
posibles. Después, una segunda generacion demétodos incluyo la influencia del
ambiente local en el que se situaba cada aminaacal@xactitud de estos métodos
nunca superd el 60%. En la tercera generaciomcbeyeron alineamientos multiples
como base de los métodos de prediccion.

En la actualidad se usan métodos basados en redesnales, técnicas que
permiten el aprendizaje del método. En este trabajaisé el programBSIPRED
(Jones, 1999), que alcanza una exactitud del 75%.d€cesible viaeben la direccion
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/.

16.3. Analisis de los dominios de union a factorele transcripcion

La busqueda de los dominios de union a factorésadscripcion presentes en la
secuencia de ADN de las zonas reguladoras, sedeain el programdatinspector
Profesional(Quandt y col., 1995). Este programa emplea la dasgatos TRANSFAC
y esta disponible en versién de acceso limitadéagumaginaweb http://genomatix.de.
También puede consultarse de forma gratuita, prespstro, en http://www.gene-
regulation.com/pub/databases.html#transfac.

16.4. Otras herramientas de prediccion

La identificacion de un posible péptido sefial sdareecuencia primaria de la
proteina se llevd a cabo con el progradngnalPv2.0 (Nielsen y col., 1997), accesible
en la direccibnweb http://www.cbs.dtu.dk/services/SignallP-2.0/. Raro lado, el
andlisis de la secuencia de la proteina medianteagécacion Scan Prosite
(www.expasy.org/tools/scanprosite/) reveldo la pnese de posibles sitios de
glucosilacion, fosforilacién, miristilacion y sutéion.
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El perfil hidropatico de las proteinas se calcudgim el algoritmo de Kyte y
Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982) empleando la mmalcion Protean (Lasergene,
DNASTAR Inc.).

La prediccion de la posible estructura tridimenalote la proteina se llevo a
cabo en el servidor web ESyPred3D
(http://www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bfoiesypred/) que reconoce el
plegamiento utilizando perfiles de secuencias ytiplés programas de alineamiento.
Para analizar los modelos propuestos se empleGogirgma de visualizacién de
modelos DeepView-Swiss-PdbViewer disponible  en la  pagina web
http://www.expasy.ch/spdbv/.

La temperatura de hibridacion éptima de los oligdadtidos incluidos en las
mezclas de las reacciones de PCR se calculo atiliz&| PrimerSelect(Lasergene,
DNASTAR Inc.), programa disponible enveebhttp://alces.med.umn.edu/rawtm.html.

16.5. Herramientas de edicion

En esta memoria se usaron los siguientes progrdmasicion especificos para
el manejo de datos de biologia molecular o dedmghéifia:

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

DNA Strider (CEA, Gif sur Yvette, Francia). Se empled paraeliicion de las
secuencias de ADN y proteinas.

Genedoqwww.psc.edu/biomad/genedo&e uso para la edicidn de los alineamientos.

Endnote (Thompson ISI ResearchSoft, www.endnote.com).tfiedupara la gestion y
edicion de la bibliografia.
17. CASAS COMERCIALES

Amersham: Amersham Biosciences AB, Uppsala, Suecia
(http://'www.amershambiosciences.com).

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

Biotools: BiotoolsB y M Labs, Madrid, Espaf@aww.biotools.net).
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Conda: Laboratorio Conda, Madrid, Espafia (www.condalain)co

Difco: Difco Becton Dickinson, Sparks, MD, EE.UU. (wwwiah.com).
Duchefa: Duchefa Biochemie B.V, Haarlem, Holanda (www.ddaleom).
Eppendorf: Eppendorf, Hamburgo, Alemania (www.eppendorf.com).

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

Fujifilm: Fuji Photo Film Europa, Dusseldorf, Alemania (wduifilm.es).

Kapa Biosystems: Kapa  Biosystems Inc.,, Woburn, MA, EE.UU.
(www.kapabiosystem.com).

Machery-Nagel: Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Duiren, Alemania (Wwwn-
net.com).

Merck: Merck KGaA, Darmstadt, Alemania (www.merck.com).

Millipore: Millipore, Billerica, MA, EE.UU. (www.millipore.can).

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

Qiagen: Qiagen GmbH, Hilden, Alemania (www.giagen.com).

Radiber: Radiber, S.A., Barcelona, Espafia (www.radiber.com)

Roche: Roche Applied Science, Basilea, Suiza (www.roaima)c

Sigma-Aldrich: Sigma-Aldrich Co., San Luis, MO, EE.UU. (www.sigrakrich.com).
Takara: Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japén (http://wwhkata-bio.com).

Thermo Scientific: Thermo Electron Corporation, Ulm, Alemania (wwverimo.com).
Stratagene:Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU. (www.stratagemma)c

Whatman: Whatman Laboratory Products Inc., Clifton, NJ, EH.U
(www.whatman.com).
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Resultados

1. ESTUDIOS PRELIMINARES

En colaboracion con el grupo de investigacion def.Rsidro Gonzéalez Collado
(Universidad de Cadiz), se detecto tirosol en swatante dd. parareeseil6 después
de 5 dias de crecimiento en PDB. Este metabolieesta descrito en levaduras como
molécula sefalizadora dpiorum-sensingno presentd esta capacidad en los ensayos
realizados co. parareeseil6 (datos no mostrados), ya que distintas conaeioties
de tirosol (0-50uM) en el medio no afectaron la duracion de la f@sdatencia de las
curvas de crecimiento del hongo obtenidas a pdeidiferentes concentraciones de
inéculo (16 a 16 esporas/pocillo).

Se utilizaron Phe, tirosol y Trp comerciales enagnsin vitro con semillas de
tomate, segun se describe en el apartado 11.2 @eiates y métodos, para analizar el
efecto que producian compuestos aromaticos dedadeushikimato en la germinacion
y desarrollo de plantulas de tomate. Los porcestdgegerminacion de las semillas de
tomate obtenidos bajo las diferentes condicionesuttezo ensayadas se recogen en la
Figura 9. En comparacion con los porcentajes daigacion obtenidos en la condicidon
control, concentraciones entre 2 y 50 de Phe en el medio no afectaron a la
germinacion. El tirosol a bajas concentraciones {POuM) favorecié la geminacion, y
ésta fue disminuyendo conforme aumentaba la corsaedm de este compuesto en el
medio, llegando a una inhibicion del 100% a unaceatracion de 5 mM (dato no
mostrado). Concentraciones de 0,1 mM de Trp ereéliarfavorecieron la germinacién
y no se observaron diferencias cuando este conpsesttilizo entre 0,5y 10 mM.

En cuanto al efecto de estos tres compuestos sblorecimiento de plantulas
(Figura 10), la altura de éstas no se vio afecpanlda presencia de Phe en el medio, al
menos entre 2 y 500M. Sin embargo, concentraciones entre 2 y iBDde tirosol o
Trp en el medio, incrementaron el tamafio de lastpldés mientras que concentraciones
superiores afectaron negativamente el crecimiemiagsimismas.

120
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40 -
20 - I
0

Contro|| 2um | 10 uM |500uM| 2um |100uM| 250pM| 1mM | 100uM‘ 50QuM ‘ 5mM ‘10mM

| Phe tirosol Trp
Figura 9. Efecto de Phe, tirosol y Trp en la germinacion elmitias de tomate. Las semillas se cultlvaron
en medio MS suplementado o no (control) con 2, 50®@uM de Phe; con 2, 100, 250, 1000 o 50010

de tirosol; o con 100, 500, 5000 o 10000 uM de drpante 5 dias. Los porcentajes de germinacién son
valores medios obtenidos de tres réplicas por cady 7 semillas por réplica.
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Figura 10. Efecto de Phe, tirosol y Trp en el crecimiento dénfulas de tomate. Las semillas se
sembraron en MS suplementado o no (control) cd®250 o 500 uM de Phe; con 2, 50, 100 o 1010
de tirosol; o con 2, 100, 500 0 50000 uM de Trp gultivaron durante 8 dias. Los resultados seesgor
como valores de altura medios de tres réplicag@adiciéon y 7 semillas por réplica.

2. EL GEN TpcmuldeT. parareesei
2.1. Aislamiento del geffpcmul

T. parareeseiha sido descrita como una nueva especie muy peoxim
filogenéticamente d. reesei(Atanasova y col., 2010). Ya que cepasldearareesei
no han sido secuenciadas, la busqueda de secuenciastidicas de genes de la ruta
del shikimato se realizO sobre el genoma secuemcgyadnotado dd. reeseiQM6a
(http://genome.jgi-psf.org/Trire2/Trire2.home.htmlEn dicha base de datos se
localizaron la mayoria de los genes de esa rutaitiessen bibliografia y se detecto el
gene ortdlogo demulque codifica una putativa corismato mutasa. Sebreecuencia,
de 974 pb, se disefaron los oligonucleétidos cmwmyR (Tabla 2 de materiales y
métodos) y se amplificd, mediante una reaccion @B Bonvencional, y usando como
molde gendmico dé&. parareeseil6, un fragmento de aproximadamente 974 pb. Tras
secuenciar el fragmento amplificado, éste presant@00% de similitud nucleotidica
con el gencmulde T. reeseiQM6a. El gen aislado d&. parareeseise denominé
Tpcmul

El genTpcmulde T. parareesetiene 974 pb de longitud que al traducir se
rompe 2 veces la fase de lecturacEluldeT. reeseipresenta dos intrones de 82 y 91
pb con un transcrito de 801 pb. Para comprobastesanismos intrones se encontraban
presente en el gelpcmulde T. parareeseise realizaron amplificaciones mediante la
reaccion de PCR con los oligonucleétidos cmuF yRnyuempleando como molde
ADN genomico o ADNc df. parareese(Figura 11). EI menor tamafio observado para
la banda amplificada a partir de ADNc T@eparareeserespecto a aquella obtenida de
ADN gendmico indicaria la presencia de esos ins@md pcmul
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974 pb

1000 pb 8010

500 pb
Figura 11. Productos de PCR obtenidos a

partir de ADN gendémico (carril 2) y ADNc
(carril 3) de T. parareeseiT6, usando los
oligonucleétidos cmuF y cmuR. El carril M:
marcador XIV ADNIladder(Roche).

Los intrones son muy comunes en hongos filamentosagarecen
aproximadamente en dos tercios de los genes dmsgritsuelen tener un tamafo
relativamente pequeio, de 48 a 240 pb. Las se@sque rodean los extremos 5’y 3’
del intrén, asi como la secuencia intermedia equia se forma el lazo previo a la
escision del mismo, suelen estar conservadas (8alld986). Las secuencias tipicas de
procesamiento de intrones en 5'y 3', y de fornmad&l lazo (Tabla 4), estan presentes
en los dos intrones identificados en el gpemul

Tabla 4. Intrones del genlTpcmul Las secuencias consenso para hongos
filamentosos estan tomadas de Ballance (1986). &nusculas se muestran las
coincidencias con la secuencia de referencia.

Inicio de Sitio de formacién de Fin de

procesamiento “lazo” procesamiento
Consenso GTAHGTY WRCTRAC MYAG
Intron 82 pb GTgAGTC TICTGAC CCAG
Intron 91 pb GTggGaC TACTGAC tTAG

En Trichodermase ha establecido una secuencia consenso pandoeha del
AUG de los genes que resulta ser muy similar a Haewada en otros hongos
filamentosos (Goldman y col., 1998) y, como se olasen la Tabla 5, también a la del
genTpcmul

Tabla 5. Region adyacente al coddn de inicio de traduccjge aparece con mas
frecuencia effrichodermay la que presenta el gédpcmul(Goldman y col., 1998). En
mayusculas se muestran las coincidencias.

Secuencia consenso -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 +5 +6
Trichoderma T/C C A A A/IC A U G AY TIG TIA
Tpcmul T C A g C A U G G a T
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2.2. Andlisisin silico de secuencias nucleotidicas y de las secuenciaravacidica de
TPCMU1

2.2.1. Estudio de la regidon promotora del geruldeT. reesei

Como se amplificaba region promotora del ggemulpero no se obtenia una
secuencia limpia, se analizé la zona promotoraydetmuldeT. reeseidisponible en
el genoma secuenciado de la cepa QM6a. Para belscaentos fundamentales de una
regidon promotora y que participan en la modulaaiénla transcripciéon del ADN, se
realizd un analisig silico de una secuencia de 500 pb aguas arribas del cledidicio
de traduccion del gezmul En la posicion -340 respecto al codén de insgoencontré
una secuencia idéntica a una caja TATA (5-TATATAA- que se ajustaba
perfectamente al consenso 5’-TATA(T/A)AA-3'.

Se llevo a cabo un analisis tedrico para buscassite union para factores de
transcripcion cuyas secuencias consenso estaniddefinSe empled la aplicacion
Matinspectorusando la base de datos TRANSFAC, restringidamgds, y el resultado
se muestra en la Figura 12.

- O N N M M M M M N MmN N N M M MR M M M Em Em Em Em A

L . . N M M M M M N N M M M M M M M M M EE M Em Em O Em

Figura 12. Analisis teérico de 500 pb del promotor del gamuldeT. reeseiQM6a. Las
letras al inicio de cada linea indican un factotrdescripcion, exceptuando la caja TATA
y CCAAT. Los simbolos que aparecen encima de laalinorresponden a la cadena
codificante, y los que aparecen debajo, se sitdhareda cadena complementaria.
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Se encontré en la posicion -185, respecto al com@dimicio, una caja CCATT
que se ajustaba perfectamente al consenso 5-CCBWA-esta Ultima caja se une el
complejo trimérico HAP2/3/4, implicado en la reguém de genes relacionados con el
metabolismo del carbono (Zeilinger y col., 2001).

También se localizaron cinco secuencias 5-HGATARa3las que se une el
factor de transcripcion AreA/Nit2, que en variapeases fangicas se ha relacionado con
metabolismo del nitrogeno (Ravagnani y col., 199fes de estas secuencias se
encuentran en la cadena codificante (-42, -104 92)-4y otras dos en la cadena
complementaria (-322 y -384). Nit2 es el principagulador positivo de represion
catabdlica por nitrégeno que restringe la utilivactle fuentes de nitrdgeno complejas
en la presencia de otras sencillas. En hongosafibgenos, Nit2 u homélogos de este
factor de transcripcion se han relacionado con isulencia en planta (Bolton y
Thomma, 2008; Horst y col., 2012).

Se localizaron dos secuencias 5-SYGGRG-3', undaeradena codificante y
otra en la complementaria, en las posiciones -2482 respectivamente. A esta
secuencia se une la proteina Migl/CreA/Crel (MiglSe cerevisiae CreA enA.
nidulans Crel enl. reesé), responsable de la represion catabdlica por gu¢idmen y
col., 1996). EnT. reesei Crel esta implicado en la regulaciénaiddl en presencia de
diferentes fuentes de carbon (Ries y col., 2014).

Se identificaron nueve secuencias 5-nGAAN-3’, sags ellas en la cadena
codificante (en las posiciones -22,-56, -132,-1®%(-y -436) y tres en la cadena
complementaria (en las posiciones -146,-155 y -1X®sta secuencia se unen factores
de transcripcionheat shock factor(HSFs), reguladores positivos que activan la
transcripcion de genes que codifican proteinashdgue térmico (HSPS) en respuesta a
estreses abidticos (Montero-Barrientos y col., 2010

Se localizaron dos secuencias 5-CCCCT-3’, ambaseseias en la cadena
codificante (en posicion -28 y -50), que son recohas por el factor de transcripcion
STRE, un regulador de respuesta a estreses akigReterbauer y col., 2002). Algunos
genes ddrichodermaimplicados en el micoparasitismo, coetot33 prbly chit36, se
inducen bajo distintas situaciones de estrés (pa., 2001; Viterbo y col., 2002), y
en sus promotores se han identificado cajas 5-CIGEC

También se encontraron posibles sitios de uniba [oar siguientes factores de
transcripcion:

* ABF1 (autonomously replicating sequence-binding factprsé ha relacionado
con replicacion e inicio de trascripcion 8ncerevisiagMiyake y col., 2002).
 ADRL1: activador de la alcohol deshidrogenasa Il I(@&ay Schuller, 2001), y

regulador de genes del metabolismo del glicerol.
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* AMT1 (copper-activation transcription factprEn levadura se ha caracterizado
como un transportador que se activa por cobre @rgaol., 1996).

 CATS8: activador de genes que codifican enzimas lagigs por fuente de
carbono (Roth y Schuller, 2001).

* FZF1 (five zinc finge). EnS. cerevisiagse ha relacionado con el metabolismo
del sulfito y con regulacién mediada por 6xido in@tr(Casalone y col., 1994;
Sarver y Derisi, 2005).

e MOT3. En levaduras, represor de genes anaerobicde la biosintesis de
ergosterol bajo condicion de estrés (Montanes y 201L1).

* StuAp Aspergillus nidulans Stunted protginEn hongos filamentosos, este
factor de transcripcion regutdustersbiosintéticos de metabolitos secundarios.
Por ejemplo: emAspergillus fumigatusegula la biosintesis de alcaloides o de
gliotoxina, y también se ha asociado con cicloleel(Twumasi-Boateng y col.,
2009); y enFusarium graminearunse ha relacionado con el desarrollo de
esporas, la patogénesis y la sintesis de metabaé@oundarios (Lysge y col.,
2011).

 XBP1 (xhd site-binding proteirl): es un regulador negativo que actua sobre la
transcripcion de genes especificos, pudiendo cawsaetraso pasajero en el
ciclo celular bajo condiciones de estrés como chdgtmico, alta osmolaridad,
estrés oxidativo o déficit de glucosa (Mai y Breed&997). También se ha
relacionado con regulacién epigenética, participajohto a Rpd3p en la
desacetilacion de histonas (Gémez-Gonzalez y2@l1]).

* YAPS5. Estudios en levadura han demostrado que aedal respuesta
transcriptomica a varios factores medioambientateso cadmio o bD», y al
aumento del hierro citosélico (Li y col., 2008).nmaién controla la expresion de
glutaredoxina GRX4, un regulador de respuestarach{Bimentel y col., 2012).

2.2.2. Andlisis de la estructura primaria, secuiadaterciaria de la proteina TPCMU1

La secuencia del gefpcmulal traducirla, teniendo en cuenta la presencia de
los intrones, da una proteina de 266 aminoacidbgeBo molecular tedrico de la
proteina madura es de 23,94 kDa y su punto isoe@cteérico es de 5,44. La
estructura primaria de la proteina deducida codst&84 aminoacidos bésicos (K, R)
(12,8%), 42 acidos (D, E) (15,8%), 66 polares (N,@& S, T, Y) (28,8%) y 92
hidrofobicos (A, I, L, F, W, V) (34,6%). En la comgicion de aminoéacidos, el que se
encuentra en mayor proporcién es acido glutamigtbf®), seguido por leucina (8,6%)

e isoleucina (7,9%).

Se realizdé una prediccidm silico de la estructura secundaria de la proteina
mediante el program@SIPRED Se observé que la estructura secundaria de TPCMU1
esta conformada Uunicamente por regiones hélicéslemas, el analisis de la secuencia
aminoacidica, mediante la aplicaci®oan Prositerevelo la presencia de posibles sitios
de fosforilacién, miristilacion y glicosilacion @ira 13). Se reconstruyo, a partir de su
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secuencia, la estructura terciaria de TPCMU1 (ligli4) mediante el programa
DeepView-Swiss-PdbViewer

tO@avonao(eea LU ETREQUIR e DR EELER v okt Tyt
sar@reoseLEEEDRYEEQUEREQEU v e@eveyovreRavgRoILER L1
wn ekt LA[urvevEDRERRERTERE  e@v coororzorcEagry Y PEEQE
GO TN CLONLERR TR cREVARS ke o@o REY Y RRLIQA: O REATOBSE A w
AR ED R REREE v orve@Liecvegrinry GONRUSHERD VIR LY
SEEN BV MR
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Figura 13. Secuencia de la proteina TPCMUL incluyendo lalipcédn de su estructura secundaria
llevada a cabo con el progranRSIPRED (Jones, 1999). Se ha marcado con fondo rosa las
conformaciones en héliae También se incluyen los posibles sitios de fdlsfadn, glicosilacion y
miristilacién segun el prograng&can Prositdwww.expasy.org/tools/scanprosite).

Figura 14. Modelo te6rico de la estructura tridimensionallagroteina
TPCMUL1 utilizando el programeepView-Swiss-PdbViewer

Al analizarin silico la secuencia de aminoacidos a través del prog&igralP
v4.1, no se detectd presencia de péptido sefal. desexplica si observamos el perfil
hidropatico de TPCMUL1 (Figura 15), calculado seglalgoritmo de (Kyte y Doolittle,
1982). La presencia de un péptido sefal se relacioon un alto grado de
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hidrofobicidad, pero la proteina TPCMUL1 tiene urrcado cardcter hidrofilico en toda
Su secuencia.

Eyte-Doolittle Hydropathy Flot

Hydropathy Score
1
=

Mindow Position

Figura 15. Representacién grafica del perfil hidropéatico de
TPCMUL1 calculado mediante el algoritmo de Kyte yolittle
(1982).

La secuencia total de la proteina TPCMU1 se compadiante el algoritmo
FASTA con las secuencias presentes en la basetae ANIPROT. Las proteinas con
las que presentd mayor similitud se recogen eraldal6. En laFigura 16 se muestra
un alineamiento de TPCMUL con algunas de las prasejue se indican en la Tabla 6,
realizado con el progran@ustalX.

Tabla 6. Proteinas de bases de datos con las que TPCMid&mi6 mayor similitud.

Microorganismo  Descripcion N°oaa E % Id N° Acceso

T. reesei Hipotética 266 0,0 100 XP_006962415
T. virens Hipotética 266 1™ 89 EHK43442

T. atroviride Hipotética 265  8&°" 88 EHK43442
E;;:;';‘:Sm Hipotética 266  3&7 79 ENH73846
r'\]';;:::tococca Hipotética 266  1&% 78 XP_003046676
Fusarium Hipotética 273  5&* 76 EYB31241
graminearum

gft')'”ertfe’g:;h“m Hipotética 266  4& 74 KDN66105
Togninia minima  Hipotética 266 1&¥ 75 XP_007913807
Neurospora crassa Hipotética 269 28 7 XP_961975
Verticill o

al‘:;:f;'e'”m Hipotética 268 56 71 XP_003009260
M th o

o;g;zpor © Hipotética 266 7 69 XP 003714705
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Figura 16. Alineamiento y comparacién de TPCMU1 con aqugliadeinas de bases de datos con las
gue presentaba mayor similitud de secuencia. Lakipaes conservadas se indican con un asterisco

MDSAVDMADSERALNLTHIRFQLIRLEDTITFHLIERVQFPYNKTIYTPGAISIP-DSKL
MDSAVDMADSERALNLTHIRFQLIRLEDTITFHLIERVQFPYNKTIYTPGAISIP-DSKL
MDSAVDMADSSRALDLARIRFQLIRLEDTITYHLIERVQFPLNKTIYTPGALPIP-DSGL
MDTVINMADAAHALDLARIRFQLIRLEDTITFHLIERVQFALNGT IYVPGAVELP-EANL
MDTVINMADAAHALDLARIRFQLIRLEDTITFHLIERVQFALNGTIYIPGAVELP-EANL
MDTVINMADAEHALDLARTIRFQLIRLEDTITFHLIERVQFALNSKIYVPGALELP-QGHH
MDSVVDVADADKALDLSRIRFQLIRLEDTITFHLIERVQFALNKTIYTPGAIQIP-GTDL
MDTVVDMKDATKALDLSEIRFQLIELEDTITFHLIERVQESLNKT IYTPGALDIP-NSNL
MDSLIDLSDPSKALDLSREIRYQLIRLEDTITFHLIERAQFALNKTIYVPGALDIP-NSEL
MDSVIDLSDPSKALDLSREIRFQLIRLEDTITFHLIERVQFPLNHNIYIPGAVPIP-NSDL
MDTIIDLKDASKALDLGNIRFQLIRLEDTITFHLIERVQFPLNRKSIYQPGAIALGSDANL

')r')r: S *. :1{*:* .‘k'k:‘k****'k'k**‘k:'k*'k'k*'**' * "k'k *1{1{:

SEFDWYFFQOEKLQSLIRRFESPDEYPYFPEAVQKPILKPLNYPKILHNNTVCVNDKIEK
SEFDWYFFQOEKLQSLIRRFESPDEYPYFPEAVQKPILKPLNYPKILHNNTVCVNDKIEK
SEFDWYFFQOEKLQSLIRRFESPDEYAFFPEAVQKPMLKPLNYPKILHNNDVCVNDKIEK
SFLDWYFREQEKLQSLIRRFESPDEYPFFPDALQNPILKPLNYPKILHENNVNVNDKIEK
SFLDWYFREQEKLQSLIRRFESPDEYPFFPDALQSPILKPLNYPKILHENSVNVNDKEIEK
SFLDWYFSEQEKLQSLIRRFESPDEYPFYPEALQKPILDPLNYPKILHDNDVNVNDEIEK
SEFFDWYFSEQEKLOSLIRRYESPDEYPFFPEAVQRPILKPLDYPKILHPNTVNVNADIKH
SEFFDWYFSEQEKLOSLIRRYESPDEYPFFPDAVQTPILKPLNYPKILHPNNVNVNDEIEK
SEMDWYLREQEKLQSIIRRYESPDEYPFFPEALQKQILKPLHYPRILHPNDVNVNDKIKK
SLMDWY LQEQEKLQSLIRRFESPDEY PFFPDSLNKS ILQPLAYPKILHKNDVNVNDK IKK
SEMDWYLQEQEKLOSLIRRYEAPDEYPFFPDALOKPILKPLDYPKILHPNDVNVNEKIER

'k: *** ***‘k‘k‘k 1{:\'* ')r i ::*:':: * E S & 'k*'k * * *% 1’*

FYIERFLPKVCPDFGREDRGEAQENYGSTSTCDIACLQALSRRIHFGKEVAESKFQSDPE
FYIEKFLPKVCPDEFGREDRGEAQENYGSTSTCDIACLOALSRRIHFGKEVAESKEQSDPE
FYIEKFLPKVCPNFGREDRGESQENYGSTSTCDIACLOALSRRIHFGKEFVAESKEQSDPE
FYTEKFLPAVCPDEGREERGESQENYGSTATCDIACLQALSRRIHFGKFVAESKFRSDEE
FYTERFLPAVCPDFGREERGESQENYGSTATCDIACLQALSRRIHFGKFVAESKFRSDEE
FYIERFLPAVCPDFGREERGESQENYGSTATCDIACLQALSRRIHFGKFVAESKFRSEEE
FYIQTFLPAVCPDEFGRQDRGESQENYGSTATCDFACLQALSRRIHFGEKLVAESKEFRSNPE
FYIERFLPAVCPDFGRGDRGQSEENYGSAATSDFACLQALSRRIHYGKFVAEAKFQSDPE
FYVDTFLPALCPDFGREDRGESQENYGSSATCDIACLQALSRRIHFGEFVAESKEQSDPE
FYIEQFLPAVCPTFGREDRGVSQENYGSAATCDIACLQALSRRIHFGEFVAESKEQSDPE
FYIERFLPAVCPDFGRGDGGELDENYGSSATCDIACLQALSRRIHFGKFVAESKEQSDPE

*E 2 kEE aFE KFE . 0K sFFETF s 0k FoXFAEFEAFA TS F X FaXT X T o F s &

YYTKLIQAEDREAIGESITNAAVEKQVLDRLRLEVETYGKDPSLLEGVEQPIKINVDAVV
YYTKLIQAEDREATIGESITNAAVEKQVLDRLRLEVETYGKDPSLLEGVEQPIKINVDAVV
LYTQLIKDENREAIGES ITNRAVEEQVLARLRLEAETYGKDP SMLGGVEQPVKIDVDAVV
KYIRLIKAEDREGIAES ITNAAVERKVLERLRLKALTYGKDPSIPDGTEGAAKIDVDAVV
KYIRLIKAEDREGIAESITNAAVERKVLERLRLEKALTYGKDPSIPDGTEGARKIDVDAVV
KFTRLIKAEDREGIAES ITNRAVERKVLERLRLEKALTYGKDPSIPDGTEGARKINVDAVV
KYTRLIKAADRQATAHSITNAAVEQSIFERLRLKALTYGKDPAAPEGSEGPTKIDVDAVV
MYERLIKAEDREGIADS ITNKAVEKSVLARLRLKAQTYGKDPSVADETDAHVKINVDAVV
KYTALIKAEDRDGIGAAITNAAVERKVLERLRLEKCLTYGTDPSIGAGPENQAKIDADSVV
LYTRLIKAEDREAIGEAIVNRKAVERKVLERLELEKAQTYGTDPSAGVDSGDQSKINVDAVV
LYTRLIKAGDRDGIGES ITNAAVEKQVLARLRLEAQTYGTDPSSTNTTG-AGKINADAVE

Tk sk K P = S S B TEs Kk

SMYKDEVIPLTKEVEVEYLMQELIPEE
SMYKDEVIPLTKEVEVEYLMQELIPEE
SMYEDEVIPLTKEVEVEYLMQRLLPEA
SMYKDEVIPLTKEVEVEYLMQRLEPSA
SMYEDEVIPLTKEVEVEYLMQRLEPSA
SMYKDEVIPLTKEVEVEYLMQRLEPARA
AMYKDEVIPLTKEVEVEYLMQELEPDA
AMYEDEVIPLTKEVEVEYLMOQELEAEE
ALYKDEVIPLTKEVEVEYLMQELEPVE
SMYENFVIPLTKDVEVEYLMQELEADN
SMYEDEVIPITKEVEVEYLMQRLE-—-—

:*':***T:**:**T*‘k‘k‘kiﬁﬁ

(*). El alineamiento se llevd a cabo con el prograBtustalX(Thompson y col., 1994).
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2.3. Estudio de expresion d&pcmulenT. parareeseil6

La expresion del gepcmulse analizé medianteeal-timePCR. Para ello se
utiliz6 ADNc obtenido a partir de ARN total extraidie micelio deTl. parareeseil6
crecido bajo distintas condiciones de cultivo (afiadio distintos compuestos a un
medio minimo) durante 4, 8 0 24 horas, tal y comalescribe en el apartado 4.2.6 de
materiales y métodos. Las parejas de oligonuclestigtilizadas para amplificar el
Tpcmuly el gen de lactina usado como control endogeno, se detallan enagtaajo
8.3.4 de materiales y métodos. Se utilizaron comdés de induccidn relacionadas con
la regulacién por carbono, por nitrégeno y por piadd final de la ruta del shikimato; y
también, condiciones que simulaban situaciones ideparasitismo (paredes celulares
de R. solanial 1%) y de presencia de planta (material vegdtaPo). Los perfiles de

expresion ddpcmulobtenidos bajo las diferentes condiciones dewwukhsayadas se
muestran en la Figura 17.

0,200+ GONO GONn
0,000 -

-0,2001 |—[—|
-0,400 1
-0,600 1

-0,800 -
-1,000 -
-1,200 -
-1,400 -
-1,600 -

Log 10 expresion relativa 24CT)

w

0,4 1
0,35
0,3 A
0,25
0,2 -
0,15

o) mﬂﬂﬁm“

_0.054 GONO GnNn Tyr2 Tyr5 Phe2 Phe5 Trp2 Trp5

||

4h 8h 24r‘ 4h 24h | 4h 24h|

GONO Paredes celulares | Material vegetal aI
de R. solanial 1% 1%

Figura 17. Andlisis de expresién del gefpcmulde T. parareeseiT6 medianteReal-timePCR. Se
utilizé ADNc obtenido a partir de ARN total extraide micelio de la cepa T6 crecida durante 4, 8 0 2
horas en medio MM (Penttila y col., 1987), con défide glucosa y déficit de nitrégeno (GONO),
adicionado con distintos compuesto. A) 10 vecesaaadNH,),SO, (GONN) o glucosa al 2% (GnNO). B)
205 mMde Phe,2 05 mM de Tyr, y 2 0 5 mM de @ horas). C) Paredes celularesRdesolanial
1% o material vegetal de plantas de tomate al 18mdCcontrol de carga se utilizé el gen de la actsa
tomé como condicion basal"2”'=1, y los resultados se expresan como log10 depi@sion relativa.

Log 10 Eexpresion relativa 24T) 0
II—‘ O L N W M OO N @O

Log 10 (expresion relativa 24CT)

En todos los casos, los niveles de expresion esiénlados respecto a aquellos
obtenidos en un medio minimo, es decir, un medio d&ficit de carbono, glucosa al
0,5%, y déficit de nitrogeno, una cantidad diezegemenor de (Np.SO; (GONO). Se
observé una disminucién de la expresién génicadma® aumentaba la cantidad de
amonio (GONnN) o de glucosa (GnNO) en el medio dvou(Figura 17A), perfiles que
indicarian represion por nitrdgeno y represion parbono; y, en ambos casos, la
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represion disminuia a medida que estos compudsdassiendo consumidos, ya que se
observé mayor represion a las 4 que a las 8 haasiltivo. Una adicion al medio de
cultivo de Phe, Tyr o Trp, compuestos finales deuta, inducia la expresion del gen. A
su vez, la expresion del gen aumentaba al aumlentancentracion de algunos de estos
tres compuestos en el medio (Figura 17B).

La adicion al medio de paredes celulares de ungpatbo de material vegetal
inducia la expresion del gen (Figura 17C). Sin egialos perfiles de expresion
observados eran diferentes en ambas condiciongsig/a&n presencia de paredes del
patdégeno la induccién del gen aumentaba con eptiete cultivo desde 4 a 24 horas,
mientras que en presencia de material vegetal j@mexpresion se observaba a las 4
horas y los niveles disminuian a medida que avanebtiempo de cultivo.

3. OBTENCION DE CEPAS DE T. parareeseiSILENCIADAS EN EL GEN
Tpcmul

El analisis funcional del gefipcmulde T. parareeseil6 se realizé mediante
una aproximacion de silenciamiento génico.

Para obtener cepas de parareeseil6 que silencian el gen que codifica la
proteina TPCMUL1, se llevé a cabo una transforma¢idoméloga con el plasmido
pJL43bl-Cmul (Figura 8). De manera resumida, sedl plasmido pSIL (Sousa,
2004) para clonar, en orientaciones invertidadragmento del geffpcmulde la cepa
T6, y de esta forma generar horquillas de ARN cemgintario destinadas a silenciar el
gen por interferencia de ARN. Eassettede expresion de este plasmido se cloné en el
vector pJL43bl para transformar los protoplastbgr&ceso detallado de construccion
del plasmido pJL43b1-Cmul se recoge en el apaBaldomateriales y métodos.

El proceso de obtencién de protoplatos y permealsibn de los mismos
(Cardoza y col., 2006a) se detalla en el apartaBalé materiales y métodos. En las
transformaciones se utilizaron 10y del vector pJL43bl1-Cmul o del plasmido
pJL43b1l, previamente linearizados dqonl, para facilitar su integracion en el genoma
del hongo. Los 14 transformantes obtenidos se seroeta sucesivas rondas de
crecimiento en medio TSA selectivo (2@8/mL de fleomicina) y no selectivo, y los 8
gue mantuvieron su resistencia al antibiético, sembraron como S-cmuO
(transformante control) y S-cmul hasta S-cmu8,indayeron en estudios posteriores.

3.1. Comprobacién y seleccién de transformantes
En primer lugar, se analizo la integraciéncdssettede transformacion en los 8

transformantes, 7 con el vector pJL43b1-Cmul yriai@lasmido vacio pJL43bl, que
mantuvieron la resistencia a fleomicina tras trasep sucesivos de crecimiento en
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medio selectivo-no selectivo. Para ello, se extAdpiN gendmico de la cepa silvestre
T6 y de los 8 transformantes, y se realizd una P@R comprobar si llevaban el
cassettede expresion (Figura 18). Se emplearon los oligedtidos TADIR2/IntR
(Tabla 2 de materiales y métodos) que amplificamon fragmento de 1200 pb,
correspondiente a parte del intron, el fragmenterindo de 500 pb del gefpcmd y
parte del terminador del gebh2 en los transformantes S-cmul, S-cmu2, S-cum4, S-
cum6, S-cum7 y S-cmu8. Mientras que no se obsengificacion cuando se utilizé
como molde ADN de la cepa silvestre T6 o del tramsénte S-cmuO, este dltimo
obtenido por transformacion con el plasmido vacitiizado como control.

M : 16 S—cquTS;cmul S-cmu2'S-cmu3’ S-cmu4 S-cmu6

1200 ph

Figura 18. Seleccion y confirmacion de transformantes. Adeedha, crecimiento de las cepas
T6 y S-cmu2 en medio TSA con fleomicina 200 pg/mdst48 horas de cultivo a 28°C. A la
izquierda, productos de PCR obtenidos a partir dpliicaciones de ADN genémico de 7
cepas df . parareeseiidentificadas en la parte superior de la imagen,los oligonucle6tidos
TADIR2 y IntR. M: marcador XIV ADNadder (Roche).

Se realiz6 un experimento tij@outhernpara determinar el nimero veces que se
habia integrado edassettale transformacién en 7 de los transformantes (&tdnasta
S-cmu8, excepto S-cmub). Se utilizaron 20 pg de AjJ@NOmico, obtenidos segun se
recoge en el apartado 7.2.3 de materiales y métogesse digirieron con la enzima
Sad, que libera dos bandas, una de aproximadamenid4jue corresponde essette
de fleomicina (sin diana para el enzif8ad), y otra de aproximadamente 3 kb del
cassettgSIL-cmuFR. Como sonda se empleé el gen de rasiata fleomicingble),
amplificado y marcado con digoxigenina mediante P@Rzando los oligonucledtidos
BleR y BleF (Tabla 2) y las condiciones de ampdifién que se detallan en el apartado
8.3.1.1 de materiales y métodos.

Tras hibridar y lavar la membrana, en condicionestrictivas (65°C), se

observaron entre 1 y 4 bandas en los carriles goieeian ADN de las cepas S-cmul,
S-cmu2, S-cmu3, S-cmu4, S-cmu6, S-cmu7 y S-cmu& toatro modelos de
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integracion observados en los transformantes aukliz se presentan en la Figura 19.
Los transformantes S-cmu6, S-cmu7 y S-cmu8 presentan perfil de hibridacion
similar al observado para el transformante S-crQwoino era de esperar, no se observé
banda de hibridacién en los carriles que conteAlaN de la cepa silvestre T6 y se
confirmé que todos los transformantes analizadostnaloan inserciones dehssettale
transformacion. La banda de 4,5 kb correspondi@tassettale fleomicina se observo

a la altura esperada en todos los transformanteptxen S-cmu3. La presencia de una
o varias bandas de tamario inferior a 4,5 kb etrémsformantes S-cmul, S-cmu2 y S-
cmu3 seria indicativo de una o varias integracia®solo una parte dehssettede
fleomicina en esas cepas. En este punto, los tnanahtes S-cmuO (como control), S-
cmul, S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4 se seleccionaron garancluidos en algunos
estudios posteriores.

M T6 S-cmul S-cmu2 S-cmu3 S-cmu4
23130 pb-“
-
- e
4361 pb i
- —-— W — Feonicina
2322 ph —S— S
-
e

Figura 19. Analisis tipo Southern del gen ble en T. parareeseiT6 y 4
transformantes (S-cmul, S-cmu2, S-cmu3 y S-cmwetutiizaron 20ug de ADN
gendémico digerido con la enzintad. La hibridacion se realiz6 en condiciones
restrictivas y como sonda se empleé el gen deteesia a fleomicina marcado con
digoxigenina. M: marcadady/Hindlll (Roche).

3.2. Analisis de expresion d&pcmulen los transformantes
Con objeto de determinar si la horquilla del fraginedelTpcmu presente en el

vector pJL43bl-Cmul que se utilizO para transformar cepa silvestre,
autocomplementaba en el genoma TdeparareeseiT6, analizamos los niveles de
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transcrito en los transformantes S-cmul, S-cmu&ym®4 crecidos bajo tres diferentes
condiciones de cultivo. Para ello, se cuantificalas niveles del transcrito mediante
Real-timePCR, como se indica en el apartado 8.3.3 de rabtery métodos, utilizando
ADNCc obtenido a partir de ARN total extraido tradtivar, separadamente, las cepas
durante 24 horas y a 28°C en tres medios de cutlifewentes: medio minimo con
glucosa al 2% (Penttila y col., 1987) (GnNn), meditmimo con glucosa al 0,5%
(GONN) més 5 mM de Tyr y minimo con glucosa al 0(868Nn) mas 2 mM de Trp.

El ARN total se retrotranscribid utilizando el a{@T)s, como se indica en el
apartado 8.3.2 de materiales y métodos. El cADNyesérado, se utiliz6 como molde
en reacciones de PCR que contenian la pareja glenatleétidos gPCR-cmuC/gPCR-
cmuD, estos Ultimos disefiados sobre una zona delgge no se utilizd en la
construccion del vector pJL43b1-Cmul. Los niveledrdnscrito detectados para cada
cepa y condicion de cultivo estan referidos a dgsebtenidos en el transformante S-
cmuO (control de transformacion).

Los resultados de expresion se presentan en laaFRfu Los menores niveles
de transcrito defTpcmulse observaron en la cepa S-cmu4 para los tresomele
cultivo ensayados. Sin embargo, la cepa S-cmu3 stetrO menores niveles de
transcrito en el medio GONn mientras que para p@ &cmul se observaron niveles
inferiores, no diferentes o superiores en funciéimaedio de cultivo utilizado.

S-cmu0 S-cmul S-cmu3 S-cmu4 €03 S-cmu0  S-cmul S-cmu3 S-cmu4 S-cmu0  S-cmul S-cmu3 S-cmu4
o 0,

~ £ 02
3 & &

?«c 0 o S 02 T s 01
> = =

£ 0,1 T 01 g |
s s S0
2 02 c O —i= c

£ s} 2.0,1
S 0,31 70,1 B
i} < o

5 041 20,2 S.0,2
L 05 03 o

s © g0 2-03
2 06 804 2

- .07 0,5 0,4

Figura 20. Expresién del gefipcmulen los transformantes S-cmul, Scmu3 y S-cmu#. garareesei
T6. Las cepas se incubaron a 28°C durante 24 koras) medio minimo con glucosa al 2% (Penttila y
col., 1987), B) medio minimo con glucosa al 0,5%yy 5 mM, y C) medio minimo con glucosa al 0,5%
y Trp 2 mM. Como control de carga se utilizé el ginla actina. Se tomé como condicion basal los
niveles de transcrito obtenidos en el transform&atenu0 (Zmuzl), y los resultados se expresan como
log10 de la expresidn relativa.

3.3. Actividad corismato mutasa en los transformargs

Para determinar como el silenciamiento del §pomulafectaba a la actividad
corismato mutasa dE. parareeseise analizé esta actividad en la cepa silvestreell'6
control de transformaciéon S-cmuO y los transforrear8-cmul, Scmu3 y S-cmu4 tras
incubarlos, separadamente, durante 48 horas emocondios de cultivo diferentes,
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segun se describe en el apartado 4.2.4 de maseyiahgtodos. Se obtuvieron proteinas
intracelulares a partir de micelio obtenidos trazubar las cepas en: medio minimo con
glucosa al 2% (Penttila y col., 1987) y medio mimiroon glucosa al 0,5%, mas 5 mM
de Phe, 5 mM de Tyr o 2 mM de Trp.

En la Tabla 7 se muestra la actividad corismatasaubbtenida para las 5 cepas
ensayadas tras aplicar el método descrito por Bamigt Hudson (1987), detallado en el
apartado 9.2.1 de materiales y métodos, y expresaa actividad corismato mutasa
especifica (U/mg de proteina).

Los tres transformantes silenciados mostraron fegtivamente menores
niveles de actividad corismato mutasa que la cepm®, utilizada como control de
transformacion, en los tres medios de cultivo emday que contenian aminoacidos. Y
de forma general, los menores niveles de activigaobservaron en el transformante S-
cmu4 en los cuatro medios de cultivo. Exceptuamdelenedio de cultivo con glucosa
al 0,5% y 2 mM de Trp, el transformante control tripsignificativamente mayores
niveles de actividad que la cepa silvestre T6. Yasformante S-cmul presenté una
actividad superior al resto de las cepas analizadad medio de cultivo con glucosa al
2%.

Tabla 7. Actividad corismato mutasa especifica (U/mg detggna) detectada en
proteinas intracelulares de la cepa silve§trparareeseil6 y los transformantes S-
cmuO (control), S-cmul, S-cmu3 y S-cmu4, crecidogate 48 horas en cuatro
medios de cultivo diferentes.

Cepas MM-G2% Tyr 5 mM Phe 5 mM Trp 2 mM
T6 0,53+0,08 0,25+0,02 0,32+0,02 0,45%0,04
S-cmu0 0,550,056 0,57+0,08 0,64+0,0% 0,29+0,08
S-cmul 0,830,302 0,14%0,08 0,330,04 0,02+0,00
S-cmu3 0,40+0,01 0,03z0,01 0,17+0,08 0,08+0,00
S-cmu4 0,10+0,03 0,03+0,08 0,11+0,02 0,02+0,08

Los valores corresponden a la media de tres réptioa su respectiva desviacion estandar. Valores
seguidos por diferente letra en el superindicesspmificativamente diferentes, de acuerdo al test d
Tukey (P<0,05).

4. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DEL GEN  Tpcmul EN EL
CRECIMIENTO DE T. parareeseil6
4.1. Crecimiento en diferentes medios de cultivo

Con objeto de analizar si el silenciamiento del §pamulafectaba al fenotipo
deT. parareeseise crecieron la cepa silvestre T6 y los transémtes S-cmu0, S-cmul,

S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4, ensayos descritos enagtago 11.1.2 de materiales y
métodos, en los medios de cultivos PDA, PPG, MEA W MM-glucosa al 2%,
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descritos en el apartado 3.2 de materiales y métdéiara cada cepa y condicion de
cultivo se midieron los diametros de crecimientseyobservo el mayor o menor grado
de esporulacion y de pigmentacion del medio.

Los diametros de crecimiento de las seis cepas4Bdsoras de incubacion a
28°C en los 5 medios de cultivo ensayados se racaigda Tabla 8. No se observaron
diferencias significativas de crecimiento entrecégpa silvestre y la cepa control de
transformacion (S-cmu0) en ninguno de los cinco iosede cultivo ensayados. Los
transformantes silenciados, excepto la cepa S-cmo3mostraron diferencias de
crecimiento con la cepa control tras 48 horas davouen PDA. Sin embargo, los
cuatro transformantes crecieron significativamenémos que la cepa control en medio
MS vy, a su vez, mostrando diferencias significatigatre ellos, presentando la cepa S-
cmu4 los menores diametros de colonia. Las cegasu®; S-cmu3 y S-cmu4 crecieron
menos en los medios MEA y MM-glucosa 2%, siendc eliferencias significativas
respecto a la cepa control, mientras que en meBiG@ Bs menores didmetros se
observaron en la cepa S-cmu3 aunque el transfoem@matmu4 también present6
significativamente menos crecimiento que la cepdrob

Tabla 8. Diametros de crecimiento de la cepa silvestreparareeseiT6 y los
transformantes S-cmuO (control), S-cmul, S-cmu@n83 y S-cmu4, tras 48 horas de
incubacion a 28°C en cinco medios de cultivo difers.

Cepas PDA PPG MEA MS MM-glucosa2%
T6 8,5+0,0 8,5+0,0 8,5+0,0 8,5+0,0 8,5+0,0
S-cmu0 8,50,0 8,0+0,6" 8,4+0,6 8,4+0,6 8,2+0, "
S-cmul 8,50,0 8,1+0,5" 8,540, 7,5+0,F 8,0+0,2
S-cmu2 8,50,0 7,50,8° 7,540, 7,920, 4,2+0,2
S-cmu3 8,0+0,0 5,4+0,6 7,040, ¢ 6,1+0,F 3,8+0,2
S-cmu4 8,2+0,0" 7,0£0,5% 6,5+0,F 5,7+0,4 4,0+0,5°

Los valores corresponden a la media de tres réptioa su respectiva desviacion estandar. Para cada
medio de cultivo, valores seguidos por diferentesas en el superindice son significativamente
diferentes, de acuerdo al test de Tukey (P<0,05).

En cuanto a la pigmentacion del medio y la espordiade las distintas cepas
deT. parareeseilos resultados variaron segun el medio de culitlzado. En general,
se observOo una mayor pigmentacion de los mediosaymiayor esporulacion en las
cepas silenciadas que en las cepas S-cmu0 o Té&.Fgura 21 se presenta una imagen
con cultivos de las cepas, tras 48 horas de inaib@n medio PDA, donde se puede
apreciar la diferencia entre cepas en esas dostedssicas fisioldgicas.
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Figura 21. Fenotipo de la cepa silvestie parareeseil6 y los
transformantes S-cmuO (control), S-cmul, S-cmu2gm83 y S-
cmu4 tras 48 horas de incubacién a 28°C en med# PD

Se llevo a cabo un ensayo de complementacion gdeantinar si los menores
diametros de crecimiento observados en los tramsfiotes silenciados respecto a los de
la cepa S-cmuO, en varios de los medios utilizadegertian al afiadir compuestos
finales de la ruta del shikimato al medio de coltivas cepas se crecieron en un medio
MM-glucosa al 2% adicionado con 10 mM de Phe, Tgrp, o no (medio control),
apartado 11.1.2 de materiales y métodos, y loseti@s de crecimiento se muestran en
la Figura 22. Como se habia observado en los essangvios, los transformantes
silenciados S-cmul, S-cmu3 y S-cmu4 crecieron feigtivamente menos que el
transformante control S-cmu0 en MM-glucosa al 2%ioE& tres transformantes también
crecieron significativamente menos que S-cmu0 cuaedafiadieron separadamente al
medio Tyr, Phe o Trp, y cuando se afiadieron corolmnas de Tyr y Phe, Tyry Trp o
Phe y Trp. La suplementacion del medio MM-glucosa% con 10 mM Tyr, con 10
mM Phe y con 10 mM Trp, reverti6 el fenotipo obselw en dos de los transformantes
silenciados pues S-cmul y S-cmu3 no mostraron etiééas significativas de
crecimiento con la cepa S-cmu0 en ese medio. Sbaegu, el transformante S-cmu4
siempre crecié significativamente menos que cuaftqude las otras cepas, silvestre,
control y transformantes silenciados, en cualquidealos medios ensayados. El
transformante S-cmu2 presentd, en todos los meditsayados, didmetros de
crecimiento y fenotipos similares a los observaglo®l transformante S-cmu4 (Figura
23). Como se puede apreciar en esa imagen, losfaramantes S-cmul y S-cmu3
mostraron fenotipos similares entre ellos y tambigmn la cepa control de
transformacion S-cmuO.

Ademas, la adicion de Tyr o de Phe al medio ddavoutio causaba grandes
cambios en el crecimiento de ninguna de las cepsayadas. Sin embargo, todas las
cepas crecian menos, aproximadamente un 50%, cseraftadia Trp al medio, siendo
la disminucién del crecimiento menos evidente coagldTrp se combinaba con Tyr o
Phe.
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Figura 22. Diametro de crecimiento en cm de las cepas T6, 8¢i@-cmul, S-cmu3 y S-cmu4 de
parareeseitras 7 dias de incubacion en un medio MM-glucds2®a suplementado o no (control) con
Tyr, Phe, Trp y las posibles combinacién entreseflaina concentracion final de 10 mM cada uno.

MM-g2%  Tyr Phe Trp Tyr+Phe Tyr+Trp  Phe+Trp Tyr+Phe+Trp

Figura 23. Fenotipo de las cepas T6, S-cmu0, S-cmul, S-cnB&mu4 deT. parareesetras 7 dias de
incubacion en un medio MM-glucosa al 2% suplementado (control) con Tyr, Phe, Trp y las posibles
combinacion entre ellos a una concentracion fieal@ mM cada uno.

4.2. Crecimiento a diferentes temperaturas
Con el objeto de determinar si el efecto del siEmé@nto del gef pcmulsobre

el crecimiento de las cepas de parareeseise veia afectado, a su vez, por la
temperatura, la cepa T6, el control de transforéra@-cmu0 y los transformantes S-
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cmul, S-cmu2 y S-cmu4 se crecieron durante 40 herasmedio PDA a tres
temperaturas de incubacién diferentes, 22, 28 ¢,3@8mo se describe en el apartado
11.1.3 de materiales y métodos.

Los diametros de crecimiento de las cepas en nfeDid a tres temperaturas
diferentes se recogen en la Tabla 9. Se obserfdrab@ general que los transformantes
S-cmul, S-cmu2 y S-cmu4 mostraron significativamentenores diametros de
crecimiento que la cepa control S-cmuQ para las teenperaturas de incubacion
testadas, mientras que la cepas control no mosgé@nicias de crecimiento con la cepa
silvestre. Destacar el comportamiento del transémten S-cmul, que mostré menor
crecimiento a 22° y no mostro diferencias a 283 También se observé que la cepa
S-cmul mostraba un aspecto levaduriforme durastprieneras 24 horas de cultivo en
PDA, independientemente de la temperatura de imddaitilizada, pero que a partir
de las 48 horas de cultivo, los diametros de calowi diferian significativamente con
los medidos en T6 o en S-cmuO.

Tabla 9. Diametros de crecimiento de la cepa silvesireparareeseiT6 y los
transformantes S-cmuO (control), S-cmul, S-cmu2 -gm84, tras 40 horas de
incubacién en PDA a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C)

Cepa 22 28 37
T6 3,1+0,f 5,4+0,F 6,4+0,F
S-cmu0 3,0+0,3 5,4+0,F 6,3+0,F
S-cmul 1,6+0,2 4,4+0,F 5,80,0
S-cmu2 2,301 4,3+0,F 5,5+0,f
S-cmu4 2,4+00 4,4+0,F 5,8+0,F

Los valores corresponden a la media de tres réptioa su respectiva desviacion estandar. Para cada
temperatura, valores seguidos por diferente lairalesuperindice son significativamente diferenties,
acuerdo al test de Tukey (P<0,05).

4.3. Crecimiento con exudados de planta

La capacidad de la cepa silvestreparareeseil6 y de los transformantes S-
cmuO (control), S-cmul, S-cmu2, S-cmu3 y S-cmua maecer en un medio liquido
donde previamente se habian cultivado plantasrdatéose analiz6 mediante un ensayo
en placanicrotiter, segun se describe en el apartado 11.1.4 de alateyi métodos. Se
emplearon como medios de cultivo MS y MS+exudadestainate, los valores de
absorbancia medidos a 620 nm tras 48 horas dednubde las placawmicrotiter a
temperatura ambiente o a 37°C se recogen en laaR2gu
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Figura 24. Crecimiento deT. parareeseicepa silvestre T6, cepa control de transforma8é&muo, y
transformantes silenciados S-cmul, S-cmu2, S-cm&cynu4) en medio liqguido MS o en MS con
exudado de plantas de tomate a temperatura amlyien®7°C. Los datos se presentan como una media
de tres réplicas de los valores de absorbanciddan6Rtras 48 horas de incubacion a dos temperaturas
diferentes.

Se obtuvieron mayores valores de absorbancia pdestlas cepas a las dos
temperaturas ensayadas en el medio con exudadtmmdde; y, a su vez, mayores
valores a 37°C que a temperatura ambiente. De fgenaral se observa que las cepas
S-cmu2 y S-cmu4 mostraron menores valores de aosueben MS y en MS con
exudados a las dos temperaturas ensayadas, olkesgdas mayores diferencias con el
resto de las cepas en el medio con exudados ddet@m@acubaciones a 37°C. Los
niveles de absorbancia detectados en cultivos siledpas S-cmul y S-cmu3 fueron
similares a los obtenidos para la cepa T6 y pareefm control S-cmuO cuando se
incubaron bajo las mismas condiciones de cultivo.

5. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DEL GEN Tpcmul EN LA
PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN T. parareesei

5.1. Produccién de SA en las diferentes cepas Teparareesei

Con el objeto de determinar si el silenciamientbgia Tpcmulafectaba a la
produccion de SA efM. parareesei se analizd la cantidad de este compuesto en
sobrenadantes de cultivo de medio PDB de las cE§aS-cmu0 (control), S-cmul, S-
cmu3 y S-cmu4, incubadas durante 48 horas a 3@fhsge describe en el apartado
4.2.3 de materiales y métodos, y siguiendo la noébdgda descrita en el apartado 10.1
de esa seccion.

La cantidad de SA detectada en sobrenadantes difdasntes cepas, crecidas
bajo idénticas condiciones de cultivo, se recoganlee Tabla 10. Se detectaron
cantidades de SA significativamente menores erepa silvestre que en el control de
transformacién S-cmu0, mientras que no se detectiiferencias en produccion de SA
entre S-cmuO y el transformante silenciado S-crho$.silenciados S-cmu3 y S-cmu4
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produjeron significativamente menores cantidades S que el control de
transformacién S-cmuoO.

Tabla 10. Cantidad de SA detectada en
sobrenadantes de cultivo de 48 horas en medio
PDB en cepas dE. parareesei.

Cepa pg/mL
T6 2,55+0,12
S-cmu0 3,95+0,22
S-cmul 3,86+0,05
S-cmu3 2,22+0,1%
S-cmu4 1,48+0,0

Los valores corresponden a la media de tres réptica su
respectiva desviacion estandar. Valores seguidos po
diferentes letras en el superindice son signifieatiente
diferentes, de acuerdo al test de Tukey (P<0,05).

5.2. Produccién de IAA y tirosol en las diferentesepas deT. parareesei

Para evaluar si el silenciamiento del Jg@tmulenT. parareeseafectaba a su
capacidad para producir compuestos como SA, IAKogdl, se cuantificaron dichos
compuestos en diferentes sobrenadantes de cultvolod hongos, mediante
cromatografia liquida HPLC. Se empled espectromatei masas para SA y IAA y
cromatografia de gases masas para tirosol. Elssméi estos compuestos se realizo a
partir de sobrenadantes de tres medios de culifgcedtes: PDB, MM-glucosa al 2% y
MM-glucosa al 2%+Tyr 5 mM+Phe 5 mM+Trp 2 mM, donlds cepas T6, S-cmu0
(control), S-cmul, S-cmu3 y S-cmu4 fueron incubanhakvidualmente durante 48
horas a 30°C, segun se indica en el apartado &fateriales y métodos.

No se detecté SA, mediante HPLC-MS, en ningunmddres sobrenadantes de
cultivo analizados procedentes de cualquiera delifasentes cepas dE. parareesei
consideradas. De forma general (Tabla 11), no sereéron diferencias en la cantidad
de IAA producido ni entre medios de cultivo ni enttepas, en todos los casos se
detectaron cantidades entre 0,01 y 0,03 mg/L de @snpuesto. Y, la cantidad de
tirosol detectada para cada una de las cepas elasayario en funcion del medio de
cultivo utilizado en su crecimiento (Tabla 11).

No se detecto tirosol en los sobrenadantes devaudil medio MM-glucosa al
2% de ninguna de las seis cepas analizadas, pexbnsedio se suplementaba con
aminoacidos, las cepas producian tirosol y la dadtvariaba segun la cepa. Aunque se
observaban grandes diferencias entre los nivelésad®l producidos por las cepas T6
y S-cmuO en este medio, se detectaron menoresladaes en los transformantes S-
cmu2, S-cmu3 y S-cmu4 que en la cepa control S-cifaidbién se detecto tirosol en
sobrenadantes de cultivo en PDB para todas las cepaantidades de 0,8 a 1,1 mg/L.
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Tabla 11. Cantidades de IAA y de tirosol detectadas en satol@ntes de cultivo de 48
horas de cepas de parareeseien los medio PDB, MM-glucosa al 2% (MMg-2) o
MM-glucosa al 2%+Tyr 5 mM+Phe 5 mM+Trp 2 mM (MMg-2a)

IAA (mg/L) Tirosol (mg/L)
Cepas
PDB MMg-2 MMg-2+agq PDB MMg-2 MMg-2+aa

T6 0,02 0,02 0,03 0,8 n.d. 6,7
S-cmu0 0,03 0,03 0,04 0,8 n.d. 13,4
S-cmul 0,03 0,02 0,01 1,0 n.d. 13,5
S-cmu2 Sin dato 0,02 0,04 Sin dato n.d. n.d.
S-cmu3 0,02 0,02 0,02 1,0 n.d. 11,8
S-cmu4 0,03 0,02 0,03 11 n.d. 8.2

n.d.: no detectado

6. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DEL GEN Tpcmul EN LAS
PROPIEDADES ANTAGONISTAS DE T. parareesei

Con el objeto de investigar si el silenciamientbgés TpcmulenT. parareesei
afectaba a su capacidad antagonista, se anali@blidad de la cepa silvestre T6 y de
los transformantes S-cmuO, S-cmul, S-cmu2, S-cmuS-gmu4 para inhibir el
crecimiento de cuatro patégen@s,cinerea F. oxysporumP. ultimumy R. solani Se
utilizaron enfrentamientos duales y ensayos solamlmnana.

6.1. Actividad antagonista en cultivo dual

La capacidad antagonista de la cepa silvestre dl@rahsformante control y de
los transformantes silenciados en el Jgtmulse evalud, a temperatura ambiente,
frente aB. cinerea F. oxysporum P. ultimumy R. solanj mediante ensayos de
enfrentamiento en cultivo dual (apartado 12.1 deern@es y métodos). En la Figura 25
se muestran cultivos duales de 10 dias de lasedifes cepas con cada uno de los 4
patdgenos ensayados.

De forma general y frente a los cuatro patégendigados, las cepas T6, S-
cmuO y S-cmul, muestran un comportamiento simittneeellas, y, presentaron mayor
capacidad antagonista que aquella observada eepas S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4.
Las tres primeras sobrecrecieron las colonias decl@mtro patégenos, mostrando la
mayor actividad frente B. cinerea Los transformantes S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4 no
sobrecrecieron completamente la colonia de ninglentos 4 patégenos, mostrando la
menor actividad frente B. ultimuny R. solani Sin embargo, la cepa S-cmu3 mostro, a
su vez, menor capacidad micoparasitica frerRe @timumque S-cmu2 y S-cmu4. Por
otro lado, los silenciados S-cmu2 y S-cmu4 mostranayor grado de esporulacion en
cultivo dual con cada uno de los cuatro patogemasntras que para la cepa S-cmu3 se
observaba solamente en los cultivos frerBe @nerea
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T6 S-cmu0 S-cmul S-cmu2 S-cmu3 S-cmu4

B. cinerea

F. oxysporum

Figura 25. Cultivos dules de las cepas T6, S-cmu0O, S-cmudmi&2, S-cmu3 y S-cmu4 de.
parareesefrente a los patdgen@s cinereaF. oxysporumP. ultimumy R. solanj después de 10 dias
de cultivo en medio PDA o MEA (paBa cinered.

6.2. Actividad antagonista en cultivos sobre membraa

Con objeto de determinar si el gepcmuldeT. parareesese relacionaba con
la produccibn de compuestos con capacidad parabiintél crecimiento de
fitopatdgenos, la cepa silvestre T6, el transfommacontrol y los transformantes
silenciados se evaluaron frente a los patog&asnerea F. oxysporumP. ultimumy
R. solanien ensayos sobre membrana, segun se describe gpathdo 12.2 de
materiales y métodos. Se utilizaron dos tipos denbmana: celofan, con tamafio de
poro de aproximadamente 90 kDa, por el que pasdo tpo de proteinas y
metabolitos; y celulosa, con tamafio de poro de4, por la que tedéricamente solo
pasarian los compuesto de bajo peso molecular.

Los porcentajes de inhibicién del crecimiento depgatégenos en medios donde
previamente se habian crecido las diferentes cdpab. parareeseiy expresados
respecto al crecimiento observado en sus respsatutroles, se recogen en las Tablas
12 (celofan) y 13 (celulosa).

En los ensayos realizados sobre celofan, las céfag S-cmuO mostraron
similares porcentajes de inhibicion frenteFa oxysporumR. solaniy P. ultimum
inhibiendo completamente el crecimiento de estendlt Sin embargo, se observaron
grandes diferencias entre cepas, independientemaeitesilenciamiento del gen
Tpcmul frente aB. cinerea Los cuatro silenciados mostraron menor capacidad
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inhibitoria deP. ultimum tres de ellos (S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4Rdsolanj dos de
ellos deF. oxysporum(S-cmu2 y S-cmu4) y solo S-cmu4 presentdé menavidat
frente aB. cinerea

Tabla 12. Actividad antagonista de cepas Teparareese{cepa silvestre T6, cepa
control de transformacién S-cmu0, y transformastiemciados S-cmul, S-cmu2, S-
cmu3 y S-cmu4) frente a cuatro fitopatbgenos eraymss sobre membrana de
celofan.

Cepa B. cinerea F. oxysporum P. ultimum R. solani
T6 54,9+0,7 28,3+0,4 100,0+0,0 24,0+0,0
S-cmu0 74,740,2 28,1+0,4 100,0+0,0 24,0+0,2
S-cmul 56,2+0,6 25,240,1 29,1+0,2 24,0+0,1
S-cmu2 72,840,2 16,540,3 57,7+1,3 2,0+0,2
S-cmu3 81,8+0,2 26,2+0,3 28,8+0,5 11,040,1
S-cmu4 14,240,5 16,040,1 13,840,8 2,0+0,1

Los valores son media de tres replicas bioldgicas.

De forma general, las cepas TBeparareesepresentaron menor inhibicién de
crecimiento de tres de los patdgenos ensayadospiexB. cinerea en los ensayos
realizados sobre celulosa que en los de celofas.cepas T6 y S-cmuQ mostraron
similares porcentajes de inhibicion & solaniy P. ultimum,pero la cepa control
mostré un porcentaje de inhibicion un 10% mas gite la cepa silvestre frenteFa
oxysporumo B. cinerea Por tanto, los menores porcentajes de inhibid®B. cinerea
o deF. oxysporunobservados en los transformantes silenciados ddgroasociarse a
un efecto del silenciamiento génico. En ensayosresotelulosa, los cuatro
transformantes silenciados mostraron menor capadidabitoria deP. ultimumy R.
solanij siendo este hecho mas evidente para las cepasi&-6-cmu3 y S-cmu4.

Tabla 13. Actividad antagonista de cepas e parareesei(cepa silvestre T6, cepa

control de transformacién S-cmu0, y transformamsitenciados S-cmul, S-cmu2, S-

cmu3 y S-cmu4) frente a cuatro fitopatdgenos emay@sssobre membrana de celulosa
de tamafio de poro 14 kDa.

Cepa B. cinerea F. oxysporum P. ultimum R. solani
T6 69,840,3 19,9+0,1 47,4+0,3 21,240,0
S-cmu0 80,6+0,1 28,340,3 49,1+0,0 21,240,2
S-cmul 62,940,2 15,840,1 21,840,1 17,240,1
S-cmu2 52,6+1,2 15,840,1 11,8+1,1 1,2+0,2
S-cmu3 65,6+0,4 24,7+0,2 11,841,2 7,8+0,2
S-cmu4 69,1+0,4 sin datos 0,0+0,0 3,1+0,1

Los valores son media de tres replicas bioldgicas.
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6.3. Actividades hidroliticas

Para determinar si el silenciamiento del @@pemuldeT. parareeseafectaba a

la produccion de enzimas hidroliticas (quitinasatgasa y celulasa) en el hongo, se
determinaron estas actividades en extractos postentracelulares de la cepa silvestre
T6, el control de transformacién S-cmu0 y los tfameantes S-cmul, S-cmu2, Scmu3
y S-cmu4. Las proteinas se extrajeron, segun seridesen el apartado 9.1 de

materiales y métodos, de micelios procedentes Wizaside 48 horas en medio PDB

suplementado con paredes celulareRdsolanial 0,5%, crecidas como se detalla en el
apartado 4.2.4 de materiales y métodos.

En la Tabla 14 se recogen las actividades quinpsateasa y celulasa,
determinadas segun los protocolos que se desaibérs apartados 9.2.2,9.2.3y 9.2.4
de materiales y métodos, respectivamente, y exgeissaomo unidades de actividad por
mg de proteina. Bajo la condicion en que se cuttivdas cepas, se detectaron actividad
guitinasa, proteasa y celulasa en todas las cepa@spmhrareeseensayadas. Para cada
una de las tres actividades analizadas, no setdetediferencias entre las cepas T6 y
S-cmu0. El transformante S-cmu4 mostré significatiente menores actividades
quitinasa y proteasa que el resto de cepas ensapada no difirid en los valores de
actividad celulasa con la cepa silvestre o el obrdie transformacion. La mayor
actividad celulasa se detect6 en el transformanten®, siendo significativamente
mayor que aquella medida para el control de tramsfoion, pero los transformantes S-
cmul, S-cmu3 y S-cmu4 no mostraron diferenciada®oepas T6 y S-cmuO.

Tabla 14. Actividades quitinasa, proteasa y celulasa
especificas (U/mg de proteina), medidas en prateina
intracelulares de la cepa silvestfe parareeseiT6 y los
transformantes S-cmu0 (control), S-cmul, S-cmu3cyng4.

Cepas Quitinasa Proteasa Celulasa
T6 0,7+0,? 1,4+0,F 0,18+0,0%
S-cmu0 0,7+01 1,3+0,2 0,180,006
S-cmul 0,940 1,4+0,6 0,19+0,0%
S-cmu2 0,601 1,0+0,3" 0,24+0,0%
S-cmu3 0,620,0 1,240, 0,18+0,0%
S-cmu4d 0,4+01 0,6x0,2 0,20+0,02

Los valores corresponden a la media de tres réptica su respectiva
desviacién estandar. Valores seguidos por difeseratras en el
superindice son significativamente diferentes,dealo al test de Tukey
(P<0,05).
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7. PAPEL DEL GEN Tpcmul DE T. parareeseiEN LA COLONIZACION DE
RAICES DE TOMATE POR EL HONGO

Con el objeto de analizar el papel del ggoemulde T. parareeseien la
colonizacion de raices de tomate, se evalud esididaaben la cepa silvestre T6, el
transformante control y los silenciados S-cmulpfsee, S-cmu3 y S-cmu4, utilizando
plantas de tomate crecidas en cultivo hidroponisegun se describe en el apartado
13.2 de materiales y métodos. Para cada cepac@gign raices de tomate de plantas
de 10 dias a las que se habian aplicado, 48 hoies, 46 germinulas d&. parareesei
se extrajo ADN, segun apartado 7.3 de materiategtpdos, y se cuantificé la cantidad
de ADN del hongo y de ADN de la planta mediaReal-timePCR absoluta, utilizando
dos rectas patron obtenidos a partir de cantiddel@sDN conocidas de cada uno de los
organismos.

La capacidad de colonizacién de raices de tomatéapdaliferentes cepas de
parareeseiexpresada como una proporcién del hongo respegtanta, se recoge en la
Tabla 15. No se observaron diferencias signifietien la capacidad para colonizar
raices de tomate entre las cepas T6 y S-cmuO.ransférmantes silenciados S-cmu2,
S-cmu3 y S-cmu4 presentaron menor capacidad celdoia que la cepa silvestre o el
control de transformacion, siendo la reduccion ajgacidad colonizadora superior a un
50% en esas cepas respecto al control. Sin embarg@nsformante S-cmul aunque
presentd menor capacidad colonizadora de tomatelgeentrol de transformacion, la
diferencia no fue estadisticamente significativa.

Tabla 15. Capacidad colonizadora de raices de tomate aeda silvestreT.

parareeseil6 y los transformantes S-cmuO (control), S-cmutp®si3 y S-cmu4.
Las cantidades de hongo y planta y su proporcioobsgevieron mediant&eal-
time PCR utilizando plantas de tomate crecidas en veultiidroponico e
inoculadas, 48 horas antes, cofl §érminulas del hongo.

actina tomate actina Trichoderma )
Cepas - " Proporcion
Ct DS Cant Ct DS Cant
T6 20,82 0,06 144,52 16,87 0,02 24,58 0,1740,01
S-cmu0 20,97 0,02 127,65 17,01 0,18 22,07 0,17£0,03
S-cmul 21,78 0,04 67,82 18,07 0,16 10,13 0,15£0,01
S-cmu?2 21,45 0,02 87,54 18,89 0,09 5,54 0,06£0,01
S-cmu3 21,04 0,10 121,25 18,43 0,31 7,74 0,06£0,02
S-cmu4 21,78 0,09 67,43 18,93 0,03 5,38 0,08£0,01

Ct, threshold DS, desviacién estandar; *, cantidad de ADN dwai® en ng?, cantidad de ADN

del hongo en ng; Proporcién: cantidbelhongo/cantidad de planta. Los valores correspoada
media de tres réplicas con su respectiva desviastamdar. Valores seguidos por diferentes letras
en el superindice son significativamente difererdesacuerdo al test de Tukey (P<0,05).
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8. RESPUESTAS DE PLANTAS DE TOMATE AL SILENCIAMIENT O DE
TpcmulEN T. parareeseEN INTERACCIONES HONGO-PLANTA

8.1. Efecto deT. parareeseiy del silenciamiento deTpcmul en el desarrollo de
plantulas de tomate en ensayas vitro

Se analizé el efecto quE€. parareeseiasi como, elsilenciamiento del gen
Tpcmulen el hongo, provocaban en el desarrollo de pEsitde tomate mediante
ensayosn vitro, segun se describe en el apartado 13.1.1 de alatef métodos. A
plantulas de 3 dias, crecidasvitro en ausencia o presencia de un estrés salino (10 mM
NaCl), se aplic6 o nd. parareeseiy cultivos de esas interacciones se fotografiaron
después de 2 dias (Figura 26).

\
A g

Figura 26. Efecto de diferentes cepas @le parareeseien el desarrollo y la arquitectura de la raiz de
plantulas de tomate. Plantas crecidas durantes3etianedio MS (para superior de la imagen) o MS+10
mM NaCl (parte inferior de la imagen) e inoculadas agua (control) o con 200 conidios de las cepas
T6, S-cmu0, S-cmul, S-cmu2, S-cmu3 o0 S-cmu4. Lagfafia se tomd 2 dias después de inocular el
hongo.
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En ausencia del estrés salino (parte superior deglara 26), las plantulas de
tomate de las placas control (donde no se inocuh@d) presentaron menor tamafo en
la parte aérea, mayor longitud de raiz principahgnor nimero y tamafio de raices
laterales que las plantulas de placas donde sa hpbtado cualquiera de las cepas de
T. parareeseiA su vez, las plantulas de placas donde se apfida cepa T6, S-cmu0 o
S-cmul mostraron mayor longitud de raiz principaignor nimero y tamafio de raices
laterales que las plantulas de placas que se hsahi@mnoculadas con la cepa S-cmu2,
S-cmu3 o S-cmu4. Y excepto para alguna que otratydéa de la placa, el mayor
namero y tamafio de raices laterales se observtaetulas donde se habia aplicado los
transformantes S-cmu2 o S-cmu4

En presencia de un estrés salino (parte inferida Ggura 26), no se observaron
cambios en el tamafio de la parte aérea de la ptardase puedan asociar con la
presencia o ausencia de una determinada cepl g&arareeseiy, Unicamente, se
observé un mayor tamafio de raiz principal en lastplas tratadas con las cepas T6, S-
cmuO o S-cmul respecto a las plantulas control.

8.2. Efecto del sobrenadante fungico en la germin@n de semillas y en el
desarrollo de plantulas de tomate en ensayas vitro

Para evaluar el efecto del sobrenadante de landiés cepas dE parareesei
en la germinacién de semillas y en el desarrollpldatulas de tomate, se utilizaron
ensayosn vitro en los que se afadieron distintas cantidadeshitersadante de cultivo
del hongo al medio donde se crecian las planta®mdate, segun se describe en el
apartado 13.1.2 de materiales y métodos. La incacgn de 10 o de 25 mL de
sobrenadante de cualquiera de las cepas utilizadas®cod efectos negativos en la
germinacion de las semillas de tomate, no obseosndiferencias entre cepas e
parareeseirespecto a este parametro para ambas cantidadebimadante. Tampoco
se observaron diferencias significativas en la itodgde la parte aérea de plantas
control (ausencia de sobrenadante) y plantas @gadn sobrenadante de las cepas
silvestre o control de transformacion.

No se observaron diferencias en los porcentajegedainacion de semillas de
tomate, aproximadamente un 97%, a los 5 dias dbradas en un medio de cultivo al
que se habia afadido o no (control) 2 mL de cualgule los sobrenadantes fungicos
ensayados. El tamafio, parte aérea y raiz, de [@arta tomate crecidas durante 10 dias
en un medio adicionado o no con 2 mL de sobrenadéngico se recogen en la Tabla
16.

No se observaron diferencias significativas emtayitud de raiz de plantulas de

tomate crecidas en presencia o0 no de sobrenadartas diferentes cepas. Las plantulas
crecidas en presencia de sobrenadante del trarsftg®-cmu3 presentaron un menor
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tamafio que el resto, pero las diferencias no fusigmificativas respecto los obtenidos
en plantulas crecidas con sobrenadante del catdgrshnsformacion.

Tabla 16. Tamafio de parte aérea y de raiz principal dey&t

de tomate crecidas durante 10 dias en un medio MS
suplementado o no (control) con 2 mL de sobrenadalet
cultivo de las cepas. parareeseil6, S-cmu0, S-cmul, S-cmu3

y S-cmu4.
Tratamiento Longitud parte aérea (cm) Longitud de raiz (cm)

Control 3,2+0,% 4,3x0,4
T6 3,320,%" 4,621.6
S-cmu0 2,905 4,420,7
S-cmul 3,0+0,% 4,5+0,8
S-cmu3 2,8+0,%6 4,4+0,F
S-cmu4 3,5+0,4 4,540,

Los valores son media de 31 plantulas con su réspetesviacion estandar.
Valores seguidos por diferentes letras en el soged son
significativamente diferentes, de acuerdo al testukey (P<0,05).

Un ejemplo de los fenotipos observados en las ylEmtde tomate crecidas
durante 10 dias en un medio adicionado o no conlL2de sobrenadante de las
diferentes cepas de parareesese presenta en la Figura 27. En la parte infelgola
imagen se refleja la abundancia de raices lateesidas plantulas de cada condicion,
segun una escala previamente establecida. Lasulgéntrecidas en un medio
adicionado con sobrenadante del transformante S-@rasentaron raices laterales mas
largas y en mayor abundancia que plantulas crecidassobrenadante del control de
transformacion o del transformante S-cmul.

| +++ ] + +r{if
Figura 27. Plantulas de tomate crecidas durante 10 dias ®raditionado o no (control) con 2 mL de
sobrenadante de cultivo de las cepagparareeseil6, S-cmu0, S-cmul, S-cmu3 o S-cmu4. Control son

plantas sin sobrenadantes. Los signos + de la p#dsor de la imagen indican la mayor o menor
abundancia de raices laterales en las plantulas.
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8.3. Efecto deT. parareesey del silenciamiento defpcmulen plantas de tomate en
ensayosn vivo

8.3.1. Desarrollo y respuesta a sal

Para analizar las respuestas de plantas de tohtedéamiento cofl. parareesei
y al silenciamiento del gefipcmul en ausencia o presencia de un estrés salino, a
distintos tiempos de aplicar el hongo (5 6 15 diss)utilizaron plantas de 2 semanas
crecidas bajo condiciones de invernadero e inoesladno (control) con 2 mL de %0
esporas/mL dd@. parareesel6, S-cmu0, S-cmul, S-cmu2, Scmu3 0 S-cmu4 vy,id$ d
mas tarde, sometidas durante dos semanas a us &#in®d o no. A las dos semanas de
aplicar la cepa d&. parareesed no, control, se comenzo un riego, en dias aggrron
5 mL de NaCl 200 mM por planta o no, control de gale midieron pardmetros como
la altura y el grado de clorosis (en la condiciérridgo con sal) en 12 plantas de tomate
de cada una de las condiciones ensayadas. Y eprstayo (8 plantas por condicién), a
los 5 dias de inocular la cepaTeparareesed no control, se aplico una lamina de 2 L
de NaCl 300 mM en el contenedor de las macetasjog 45 dias se evaluaron la
clorosis y la caida de hoja.

La altura de las plantas de tomate sometidas difil@®ntes tratamientos cdn
parareeseibajo estrés salino de 200 mM NaCl o no, se rategda Tabla 17.

Tabla 17. Altura, en cm, de plantas de tomate de 6
semanas, tratadas 4 semanas antes con agua o con 2
mL de 16 esporas/mL d&. parareese{T6, control
S-cmu0 o transformantes S-cmul, S-cmu2 y S-
cmu4), y regadas las Ultimas dos semanas, en dias
alternos, con agua o con 5 mL de NaCl 200 mM por

planta (sal).
Condicion Riego con sal Riego con agua
Agua 13,3+0,8 19,8+1,3
T6 14,2+1,2 21,2+1,4
S-cmu0 14,1+12 21,0+0,9
S-cmul 14,009 20,0+0,8
S-cmu3 14,1+10 21,1+0,8
S-cmu4 14,0107 20,9+0,9

Los valores son media de 12 plantas con su respecti
desviacién estandar. Valores seguidos por diferetta en el
superindice son significativamente diferentes, deeado al
test de Tukey (P<0,05).
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En todos los casos, las plantas presentaron méyoa &n la condicion riego
con agua que en la condicién de estrés salino. A&egu las plantas inoculadas con
cualquiera de las cepas fieparareeseensayadas mostraron significativamente mayor
altura que las plantas no inoculadas (control}otam la condicion de riego con agua
como en la del estrés salino. No se observaroneditéas significativas en altura entre
plantas inoculadas con una cepa silenciadb g@arareesey las inoculadas con la cepa
silvestre o la cepa control de transformacion.

Imagenes representativas de plantas de tomatedemtes de los distintos
tratamientos con agua o cdnparareesey sometidas a un estrés salino con NaCl 200
mM se recogen en la Figura 28. Se observaron difesegrados de clorosis en plantas
procedentes de los diferentes tratamientos. Dedagemeral, se observé mayor grado
de clorosis en plantas control (no inoculadas Torparareesgiy, ademas, mucha
diferencia en este parametro entre plantas inoasladn la cepa silvestre T6 y aquellas
inoculadas con la cepa control de transformacion.

s . g T3 . &
o e i . o & c e - o

Fig'ura 28. Plantas dé ton{a{te de 6 semanas, inéculadas 4 serﬁuairwo no _(6ontrol) con 2
mL de 16 esporas/mL d&. parareesel6, S-cmu0, S-cmul, S-cmu3 o S-cmu4, y regadss, la
Ultimas 2 semanas, en dias alternos con 5 mL potgpbe NaCl 200 mM.

Para evaluar la tolerancia a la sal de plantas ttaseal estrés salino como una
lamina de riego de 2 L de NaCl 300 mM en la bandejatenedora, se realiz6 un
recuento de hojas que presentaban clorosis yyvazise establecié una escala con tres
grados de clorosis diferentes (moderado, medioxim@, ademas se cuantificaron las
hojas verdaderas caidas. Los resultados de estgoess recogen en la Tabla 18.
Considerando el nimero de hojas cloréticas y dullision dentro de la escala de tres
grados establecida, las plantas control y las @éamtoculadas con la cepa silvestre
presentaron menor tolerancia a la sal.
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Tabla 18. Respuestas de plantas de tomate, inoculadas Tcon
parareeseia un estrés salino. Se inocularon 2 mL d& égporas/mL
deT. parareese(T6, S-cmu0, S-cmu2, S-cmu3 0 S-cmu4) a plantas de
2 semanas y 5 dias después, se aplicé duranteaghasmna lamina de

2 L de NaCl 300 mM en la bandeja contenedora dm&eta.

- Numero de hojas cloréticas Hojas
Condicion : — .
Moderado Medio Maximo caidas (%)
Control 10 8 10 62,5
T6 9 11 6 25,0
S-cmu0 9 6 1 12,5
S-cmu2 10 7 0 0,0
S-cmu3 9 5 6 12,5
S-cmu4 9 9 1 0,0

Los recuentos, de hojas cloréticas y de hojas derda caidas, se realizaron,
para cada condicién, sobre 8 plantas de tomate.

Las plantas inoculadas con la cepa S-cmuO mostraeyor tolerancia a sal que
las inoculadas con T6 y no se observan diferem®atacables entre plantas inoculadas
con la cepa control y las inoculadas con los ti@sstormantes silenciados incluidos en
este ensayo en lo referido a hojas cloréticase8ibargo, las plantas control mostraron
el mayor porcentaje de hojas verdaderas caida&&?,666. Se observaron diferencias, en
este parametro, entre plantas tratadas con la sib@sstre y plantas tratadas con S-
cmuO, siendo en estas ultima menor el porcentajeofes caidas e igual al de plantas
tratadas con el transformante S-cmu3. Ademas, mayEron hojas en plantas tratadas
con las cepas silenciadas S-cmu2 o S-cmu4, indicaste pardmetro de una mayor
tolerancia a sal.

8.3.2. Defensa frente a patégenos

Para evaluar la respuesta defensiva de plantasordatd inoculadas o no
(control) conT. parareesese emplearon dos patdgenos difererBesinerea y Pst

Se midi6 el tamafio de las lesiones producidas Ttashoras de inocular
artificialmente el patdgeno foli@. cinereaen hojas procedentes de plantas tratadas con
T. parareesei segun se detalla en el apartado 14.2 de matenalmétodos. Para
analizar el efecto del tiempo de la aplicacionhd®igo en la induccién de las defensas,
se utilizaron plantas tratadas 48 horas o 15 dfgesalLos tamafios de lesion
presentados se obtuvieron a partir de 8 y 12 pudé&snoculacion del patdgeno,
respectivamente.
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El tamafo de las lesiones Betrytisen las hojas de plantas de tomate (primer y
segundo nivel), tratadas a la edad de 2 semanak. gamareesee inoculadas 48 horas
después con el patdégeno, se recoge en la TabBelfbrma general, las lesiones en
hojas de primer nivel fueron mayores que las olaskay en hojas de segundo nivel para
las plantas de todas las condiciones considerAdi@snas, no se observaron diferencias
significativas en el tamafo de las lesione®deinereaen hojas de primer (Figura 29)
y de segundo nivel, procesadas separadamente,ad@aplsometidas a los distintos
tratamientos. Indicando esto ultimo que, bajo lasd@iones en las que se hicieron
estos ensayos, no se observo induccion de defénesds aB. cinereaen tomate por
parte de ninguna de las cepaslidparareeseconsideradas.

Tabla 19. Diametro, en cm, de lesiones provocadas PBor
cinereaen hojas de tomate a las 72 horas de su inocolacas
plantas se habian tratado, 48 horas antes de anadipatogeno,
con 2 mL de 1Desporas/mL d&. parareese(T6, S-cmu0, S-
cmul, S-cmu3 0 S-cmu4) o con 2 mL de agua (control)

Condicién Hojas segundo nivel Hojas primer nivel
Control 0,50+0,09 0,68+0,36"
T6 0,66+0,2 0,90+0,12
S-cmu0 0,44+0,06 0,60+0,2%"
S-cmul 0,54+0,06 0,59+0,2%
S-cmu3 0,56+0,06 0,56+0,28
S-cmu4 0,41+0,13 0,60+0,1%"

Los valores son media de 8 lesiones con sus régpectiesviaciones
estandar. Valores seguidos por diferentes letraselersuperindice son
significativamente diferentes, de acuerdo al testuakey (P<0,05).

\
Control \ 4

S-cmul & - / / S-cmud - \ 2
Figura 29. Lesiones de. cinereaen hojas del primer nivel de plantas
de tomate a las 72 horas de su inoculacion. Elgeatd se inocul6 a
las 48 horas de tratar las plantas con agua (dpotamn la cepa deé.
parareeseindicada en la parte inferior izquierda.
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El tamafo de las lesiones a las 72 horas de inmo8daytis en las hojas de
plantas de tomate, tratadas a la edad de 2 sernands parareesee inoculadas 15
dias después con el patdégeno, se recoge en la J@abyase muestra un ejemplo de las
mismas en la Figura 30.

Tabla 20. Didmetro, en cm, de lesiones
provocadas poB. cinereaen hojas de tomate a
las 72 horas de su inoculacion. Las plantas se
habian tratado, 15 dias antes de inocular el
patégeno, con 2 mL de i@sporas/mL de.
parareesei(T6, S-cmu0, S-cmul, S-cmu3 o S-
cmu4) o con 2 mL de agua (control).

Condicion Hojas primer nivel
Control 0,33+0,09
T6 0,25+0,05°
S-cmu0 0,22+0,0%4
S-cmu2 0,23+0,05
S-cmu3 0,21+0,05
S-cmu4 0,28+0,09

Los valores son media de 12 lesiones con sus 1&ec
desviaciones estandar. Valores seguidos por difegen
letras en el superindice son significativamenterdiites,
de acuerdo al test de Tukey (P<0,05).

Figura 30. Lesiones dd3. cinereaen hojas del primer nivel de plantas de tomatesa |
72 horas de su inoculacion. El patégeno se incglb® 15 dias de tratar las plantas con
agua (control) o con la cepa Weparareeseindicada en la parte inferior izquierda.
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El tamafio de las lesiones Betrytis en hojas de plantas tratadas, 15 dias antes,
con cualquiera de las cepas d@e parareeseiensayadas fueron significativamente
menores que aquellas observadas en hojas de laaleontrol. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en el tam@éitas lesiones de plantas sometidas a
tratamientos con las diferentes cefasparareesei Estos resultados indican que a
tiempos relativamente largos (15 dias) este hosgoapaz de inducir respuestas de
defensa frente 8. cinereaen tomate y que el gefpcmulno parece afectar esas
respuestas.

Por otro lado, se utilizaron dos cepas de un patbbetrofo, Pst, con diferente
grado de virulencia para evaluar las respuestansgighs de plantas de tomate tratadas
previamente cofM. parareeseio con agua, segun se describe en el apartadod#3.4
materiales y métodos. En estos ensayoparareesese aplicé a plantas de 15 dias, 48
horas mas tarde se realizaron las infecciones sigdtdgeno y 72 horas después se
tomaron las muestras de hoja para realizaron tagergeos de bacterias en las mismas.

Los resultados de los recuentos de bacterias etaplgara las dos cepas de Pst
y de dos experimentos bioldgicos independientestesegen en la Tabla 21 y se
expresan en UFC por disco de planta.

Tabla 21. Recuentos de bacterias obtenidos a las 72 horadedgar
plantas de tomate con Pst3000 o Pst3118. Las plaathabian tratado,
48 horas antes de la infeccién con el patégeno, ZanL de 16
esporas/mL d&. parareese(T6, S-cmu0, S-cmul, S-cmu2, S-cmu3 0
S-cmu4) o con 2 mL de agua (control).

Condicién Experimento 1 Experimento 2
Pst3000 Pst3118 Pst3000 Pst3118

Control 9,0x10 2,7x10 4,3x10 4,0x10
T6 6,5x10 6,7x10  >50x16  9,7x16

S-cmu0 3,2x1H 3,9x10  >5,0x16  9,6x10
S-cmul 3,5x1d 1,2x10 7,6x10 1,6x10
S-cmu?2 Sin datos Sindatos  4,5%10 5,7x16
S-cmu3 6,6x10 1,7x1d 7,3x10 1,1x10
S-cmu4 5,6x10 3,8x1d 1,0x1d  >5,0x16

Los valores, expresados en UFC por disco de plastabtuvieron a partir de los
recuentos realizados en 4 plantas por condicionre8kzaron dos experimentos
biologicos independientes.

Los recuentos de la cepa Pst3000 muestran mucle®ntdias para plantas
control y plantas tratadas con S-cmul entre amkpsrinentos. De manera general se
observé mayor infeccion en plantas tratadas cow €6 plantas tratadas con S-cmuO
que en plantas control. Y la infeccion fue similan plantas tratadas con los
transformantes S-cmu3 o S-cmu4 y plantas contrateaos, en el experimento 2.
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Los recuentos de la cepa Pst3118 Jaam ambos experimentos, mostraron menor
nivel de infeccion en las plantas tratadas corefsacl6 que en las plantas control. Sin
embargo, se observd mucha variabilidad en los reosede los dos experimentos
independientes para plantas tratadas con S-cma@®u3-o S-cmu4.

8.3.3. Cambios de expresidn en genes marcadoidsfelgsa en tomate

Para analizar cambios en las defensas de planta@sndge relacionados con la
aplicacion deT. parareesely con el silenciamiento del géfpcmulen el hongo, en
ausencia o presencia de un estrés salino, se éenomjerial vegetal de plantas de 6
semanas, inoculadas o no con 2 mL déesPoras/mL d&. parareesell6, S-cmu0, S-
cmul, S-cmu2 o S-cmu4 (a las dos semanas de gdsainetidas, 15 dias mas tarde y
durante dos semanas, a un estrés salino (riegh odnde NaCl 200 mM por planta en
dias alternos) o no (riego con agua); y, por cadn] también se recogié material de
plantas de 4 semanas, inoculadas o no (controlocmglica antes en su segunda
semana de edad pero no sometidas a estrés salimtmsAtipos de material vegetal se
utilizaron para determinar, mediarfReal-timePCR, los niveles de transcritos de tres
genes marcadores de defensa frente a estrés alfjiriimer caso) y 3 genes marcadores
de defensa frente a estrés bidtico (segundo caso).

Como molde de las reacciones de amplificacién searbn 2 uL de ADNCc,
obtenido segun el apartado 8.3.2 de materialestydug, a partir de ARN total que se
extrajo, segun se describe en el apartado 7.4 derialas y métodos, de hojas de
plantas sometidas a los diferentes tratamientos.dligonucleotidos utilizados en las
amplificaciones y las condiciones en las que seatten a cabo estas reacciones se
recogen en la Tabla 2 y el apartado 8.3.3 de na#tery métodos, respectivamente. Se
analizaron tres genes relacionados con estreségicabi DREB3 (dehydratation
response element bindingAREB2 (abcisic acid response element bindingy2SOS1
(Salt overly sensitive )1 y 3 genes relacionados con estreses biotit@3Xx1
(lipoxygenasd), EIN2 (ethylene insensitive) ¥ PR1(pathogenesis related protein. 1

La expresion relativa de tres genes marcadores efiensh frente a estrés
abidtico en plantas de tomate, inoculadas conifagedtes cepas de parareesed no
(control) y sometidas o no a un estrés salino, gestm en la Figura 31. De forma
general, no se observaron grandes diferenciassenileles de expresion de estos tres
genes en plantas inoculadas con la cepa silve6tseplantas inoculadas con el control
de transformacién S-cmuO, ni en ausencia (Figurg Bl presencia de un estrés salino
(Figura 31B).

En ausencia de estrés salino, la expresion DREB3 marcador de
deshidratacion, fue significativamente mas bajalantas tratadas con cualquiera de las
cepas dd. parareeseque en las plantas control y, a su vez, se ohserndiferencias
en los niveles de transcrito de este gen entreggdamnatadas con los transformantes
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silenciados. Bajo el estrés salino, se observan@ias de transcrito menores en plantas
tratadas con las cepas T6 o S-cmuO que en lasddsataon los transformantes
silenciados. Los cambios observados en perfilesxgeesion en ausencia y en presencia
del estrés salino, indican que el silenciamientoTgemulen el hongo induce la
expresion d®REB3en la planta en respuesta a sal.
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Figura 31. Expresion relativa de los genBREB3 AREB2y SOSlen plantas de tomate de 4
semanas, inoculadas a la edad de 2 semanas conde rh@ esporas/mL d&. parareese(T6, S-
cmu0, S-cmul, S-cmu2 0 S-cmu4) o con 2 mL de agwatrol) y sometidas, 15 después y durante 2
semanas a un estrés salino (riego con 5 mL de 20@enNaCl por planta en dias alternos). A), sin
estrés salino, B) con estrés salino, C) exprestaiiva en la condicién control (sin parareesgien
presencia de sal con respecto a la condicion emaiasde sal. Como control de carga se utilizéeal g
de la actina de tomate. Se tomaron como condicéalbos niveles de transcrito obtenidos en plantas
de la condicién control sin sal (A) y de la conditicontrol con sal (B) (@“C‘=1), y los resultados se
expresan como log10 de la expresion relativa.
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En ausencia del estrés salino (Figura 31A), laesipn deAREB2 un gen sefalizador
de ABA, fue menor en plantas tratadas con T6 o 86coue en plantas control vy,
ademds, se detectaron niveles de transcrito mugbles en plantas tratadas con los
transformantes S-cmul, S-cmu2 o S-cmu4, siendoregeles respecto a los detectados
en plantas de la condicion control, respectivamenteeho menores, mucho mayores o
menores. Sin embargo (Figura 31B), la aplicacidresigés salino provocaba una fuerte
represion de la expresion del gen en plantas aiataoin T6 o S-cmuO pero la inducia en
plantas tratadas con cualquiera de los tres tramafttes silenciados utilizados, sobre
todo con S-cmu4.

El perfil de expresion d80OS]1 un marcador de resistencia a estrés salino, fue
similar en ausencia y en presencia del estrésosakoepto en plantas tratadas con el
transformante S-cmu?2 (Figura 31). En cualquier caatvo la induccién observada en
plantas tratadas con S-cmu2 en ausencia del estliés, se observo una represion en
plantas tratadas con cualquiera de las cepds plarareeseitanto en ausencia como en
presencia de sal, respecto a la expresion deteetalda plantas control.

La expresion relativa de genes marcadores de defesrste a estrés bidtico en
plantas de tomate, inoculadas con las diferenteascdeT. parareesebp no (control),
en su segunda semana de edad, se muestra en ita B&yjuDe forma general, no se
observaron grandes diferencias en los niveles geesidn de estos tres genes entre
plantas inoculadas con la cepa silvestre T6 y atamboculadas con el control de
transformacion S-cmu0. Ademas, se observaron sesilgerfiles de expresion para los
genesLOX1y EIN2, en todas las plantas tratadas domparareeseisiendo sus niveles
inferiores a los observados en las plantas contri@ntras que los niveles de expresion
del genPRlen esas mismas eran superiores a los observatis @antas control.
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gl 1P esporas/mL d&. parareese{T6, S-cmu0, S-cmul, S-cmu2 o S-cmu4)
-0,4 - o con 2 mL de agua (control/d). Como control de carga se utilizé el gen
de la actina de tomate. Se tomé como condicion basal losesived

-0,6 transcrito obtenidos en plantas de la condicién contréf¢2=1), y los
-0,8 - resultados se expresan como log10 de la expresion relativa.
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Desde hace varias décadas, cepas del gdmettodermase vienen utilizando
con éxito en el control bioldgico de microorganisnitopatdgenos en ambiente natural
(Monte, 2001). Son numeros los trabajos cientifies recogen la habilidad de muchas
de sus especies para degradar la pared celularsdeatdgenos sin atacar a la planta
(Harman y col., 2000; Jiménez-Diaz y col., 201@&m) este sentido, se han relacionado
tanto genes que codifican enzimas liticas (glu@s)aguitinasas, proteasas, etc.) como
genes que codifican metabolitos secundarios (tegygmolicétidos, peptaiboles, etc.),
con las habilidades antagonistas de hongos de géstero (Limon y col., 1999;
Malmierca y col., 2012, 2014a).

La variedad de aplicaciones biotecnolégicasTdehodermaha contribuido a
incrementar el interés por este género y, por gnolela secuenciacion del genoma de
cepas representativas de algunas de sus espédtegggnome.jgi-psf.org) (Martinez y
col., 2008; Kubicek y col., 2011), aumentando exgmmlmente en estos ultimos afios
la informacién a la que podemos acceder. Ademaspmgo consecuencia de los
resultados obtenidos en estudios genéticos y gendrfiRubio y col., 2009; Mukherjee
y col., 2011; Tijerino y col., 2011b), esta crecdenrel interés por conocer las rutas
biosintéticas de metabolitos secundario§ gahoderma no solo por su implicacion en
el metabolismo del hongo sino por el papel que aagdgar esos metabolitos en sus
interacciones ecoldgicas (Mukherjee y Kenerley, 20¥elazquez-Robledo y col.,
2011; Malmierca y col., 2012; Mukherjee y col., 20IHermosa y col., 2014,
Malmierca y col., 2014a).

Esta tesis doctoral se enmarca dentro del proydthil=CO “Tirosol y farnesol
como moléculas autorreguladoras Brichodermay sefializadoras en la interaccion
Trichodermatomate”, cuyo objetivo general es estudiar el pdpeambos metabolitos
en el hongo y en las relaciones que estableceacolamhta.

El tirosol es un compuesto fendlico producido parriita del shikimato en
organismos tan dispares como procariotas, algagyasoo plantas (Weiss y Edwalds,
1980; Eberhard y col., 1996; Tzin y Galili, 201®)entras que en bacterias y en plantas
se dispone de mucha informacién de la ruta biastatéel shikimato, de su regulacion
y del papel biolégico de muchos de los metabolbosados en esta ruta (Whitaker y
col., 1985; Vogt, 2010), los estudios en hongohaeealizado casi Unicamente con
levaduras, asignandoles a los alcoholes aromatifmymados en esta ruta,
particularmente al tirosol, un papel de molécutdtatzadoras que aceleran los cambios
morfolégicos desde un estado levaduriforme a ufa (Chen y col., 2004; Alem y
col., 2006; Chen y Fink, 2006; Gori y col., 201&Eh este sentido, cuando en ensayos
realizados al comienzo de esta tesis se siguidjtatiia y cuantitativamente, el
crecimiento de la cepd. parareesei T6 en cultivos liquidos con diferentes
concentraciones de tirosol e inoculados con dagintantidades de esporas, no se
observaron diferencias ni en el tiempo al que caaesn a germinar las esporas ni en
la longitud del tubo germinativo alcanzado a difées tiempos de iniciado el ensayo.
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Este resultado estaria de acuerdo con el obtema&ldamente en un estudio realizado
conP. brasiliensisdonde ensayando concentraciones de hasta 30@tkbsbl, no se
pudo asignar un papel sefalizador a la moléculsthongo dimérfico (Derengowski
y col., 2009).

Por otro lado, es importante apuntar que en undiestorevio, realizado en
nuestro grupo utilizandanacroarrays de Trichoderma, se detecté que el gen que
codifica una hipotética corismato mutasa aumensabaxpresion ef. harzianuma las
8 h de interaccion con raices de olivo, pero tamb&ha observado, a partir de estudios
realizados commicroarrays que este gen disminuia su expresiénTenatroviride
durante su micoparasitismo sobre el fitopatogensolani(Kubicek y col., 2011). A su
vez, en un estudio transcriptémico Teparareeseen interaccion con raices de tomate,
realizado previamente en nuestro grupo y publicadentemente (Rubio y col., 2014),
se habia observado en el hongo un aumento signiticde la expresion de los genes
gue codifican la shikimato deshidrogenasa y la istalo kinasa, enzimas que
intervienen secuencialmente en la biosintesis disnaato, en las primeras horas de
interaccion con la planta. Estos resultados jastifan el interés por analizar la ruta de
shikimato enTrichodermay como la produccion por parte del hongo de mditalso
secundarios de esta ruta afecta a sus habilidamepanasiticas y a sus interacciones
con laplanta.

Los resultados obtenidos en los ensayos prelinsnegalizados adicionando
tirosol comercial al medio de crecimiento de plante tomate indicaban que este
compuesto, en funcion de su concentracion en elanpdede actuar como inductor o
como inhibidor de la germinacion de semillas, e8ttimo ocurriria a partir de
concentraciones de 1 mM. Por tanto, el tirosol f@ogrgar un papel importante en la
relacion que estableCEichodermacon las plantas. En este sentido, algunos articulo
han descrito la produccién de tirosol en difereetgsecies de este género (Tarus y col.,
2003; Daoubi y col., 2009; Tijerino y col., 2011pgro sin contemplar su papel en los
mecanismos de accién como agente de biocontrol.

Como se ha indicado anteriormente el tirosol sedyme por la ruta del
shikimato, y se identificaron varios genes de esta en el genoma dd. jecorindT.
reesei QM6a (Martinez y col.,, 2008), uno de los tres geas secuenciados y
disponibleson line cuando se comenzo esta tesis doctoral. Yalqumarareesese ha
descrito como una nueva especie que agrupa aisieosidel suelo que anteriormente
estaban identificados conio reese(Atanasova y col., 2010; Dhuzinina y col., 2010) y
por tanto, que ambas especies estan filogenéticanmeny proximas, se utilizdé ese
genoma para disefiar oligonucleétidos y clonar um de la ruta del shikimato, el
Tpcmul en T. parareeseicepa T6. Se amplificé un gen de 974 pb que, ttas s
secuenciacion, mostro ser idéntico en las cepasa)vib6. La diferencia de tamafo
entre el producto amplificado a partir de ADN geicorde T6 y el obtenido a partir de
ADNCc se debia a la presencia de dos intrones, gmgle se localizaron, como se

122



Discusion

muestra en la Tabla 4, las secuencias consensadige los extremos 5’y 3', y de la
region intermedia donde se forma el lazo previa asision, descritas previamente en
intrones de hongos filamentosos (Ballance, 1986hgie también posee dos intrones
el gene gque codifican la corismato mutasaAdaidulans(Krappmann, 1999) o el de
nematodos (Huang y col., 2005; Vanholme y col.,.90s tres genes d&abidopsis
poseen 5 intrones.

La traduccion del ORF del gen, 801 pb, dio una esecia de 266 aminoacidos
de correspondia a una proteina de un peso molgedlaco de 23,94 kDa y un punto
isoeléctrico (pl) de 5,44, valores algo alejado$ode30 kDa y pl 4,7determinados para
la proteina purificada dA. nidulans(Krappmann y col., 1999), o de los 30 kDa que
pesa cada una de la dos subunidades que formaotédana en levaduras (Schmidheini
y col., 1990). Esta discrepancia estaria de acusyddibliografia existente que recoge
como los pesos moleculares experimentales sonistgger los tedricos debido a las
modificaciones post-traduccionales de la proteG@n({reras-Esquivel y Voget, 2004), y
con los abundantes sitios de fosforilacion y glieagdn detectados tras la prediccifin
silico de la estructura secundaria de la proteina TPC#FigiLira 13).

Por otro lado, en los analisissilicio de TPCMUL se detect6 una estructura casi
completamente de tipo hélioe como ocurre con la proteina de levadurds gidulans
pero que no se puede generalizar para la corismatasa de todos los organismos
(Schnappauf y col., 1997); y, con una probabilidagerior al 65%, una ubicacion
citoplasmatica. La ausencia de péptido sefial esthién de acuerdo con el caracter
hidrofilico detectado en el perfil hidropatico. Adés, en la secuencia se detectd un
dominio corismato mutasa monofuncional que se ék#enasi a lo largo de toda la
proteina, aminoacidos 14 a 262.

Se llevo a cabo un alineamiento de TPCMUL con sexag depositadas en
bases de datos con las que esta proteina mosti@r misgl de similitud, siendo todas
ellas hipotéticas corismato mutasa de hongos finses resultantes de proyectos de
secuenciacion de genomas. Al igual que ocurrié paraecuencia nucleotidica, la
proteina presenté una homologia del 100% con lzime deH. jecorindT. reeseiy de
casi un 90% con la proteina @evirensy deT. atroviride e identidades de 70 a 80%
con la hipotética corismato mutasa de muchos hoffilgmeentosos patdégenos. Se
observaron en posiciones conservadas de TPCMUBnhirsoacidos que en el enzima
de levaduras son importantes para la union deagéecty para la traduccién de sefial
alostérica, asi como, para su sitio activo (Styatasl., 1996).

Con objeto de obtener la regién promotora del gemulde T. parareeseise
disefi6 una pareja de oligonucle6tidos, uno sofpemuly otro sobre la regién
promotora del gemulde T. reesei disponible esta ultima en el genomwma line
Aunque se amplificd un fragmento de PCR de 700tpzando como molde ADN de
la cepaT. parareesecon esa pareja de oligonucleétidos, no se obmwjeaunque se
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secuencio varias veces, unos cromatogramas lingpidss que se pudiera leer mas de
170 pb. Sin embargo, se podia encontrar en esarsgawna caja TATA, indicativa de
gue era regidon promotora, y a pesar de la baja lngigoque mostraba con la secuencia
promotora del gen dE. reeseise observo conservacion en motivos relacionadiogec
union de factores de transcripcion entre ambasese@s. Por tanto, se realizd un
analisisin silico de 500 pb de la region promotora del genul de T. reeseipara
obtener informacién sobre la regulacion de estedggenes.

En cuando a la expresion del gépcmulen T. parareeseil6, los resultados
obtenidos mediantBeal-timePCR tras incubar al hongo bajo distintas condasote
cultivo, asi como, aquellos del analigissilico de 500 pb de la regién promotora del
gencmuldeT. reeseiindican regulacion de este gen a nivel transiiad. En este
sentido, se conoce que la ruta del shikimato engpimtas y eucariotas inferiores esta
sometida a control transcripcional y post-transgoipal (Hermann, 1995). La mayoria
de trabajos se ha realizado midiendo la activideldetdizima cabecero de la ruta, la
DAHP (Eversloh y Stephanopoulos, 2005), o de léasomato mutasa. Para esa ultima,
se han descrito una regulacion de su actividadgioyalimentacion, inhibicion causada
Tyr o por Phe, y una alostérica debida al Trp quéosma via antranilato y que actia
como activador. En este sentido, se ha publica@olajactividad corismato mutasa se
inhibe por Tyr o por Phe en bacterias cadarardiasp., levaduras com®. albicansy
S. cerevisiagy plantas comd@rabidopsis(Boer y col., 1989; Boder y Birnbaum, 1991,
Tzin y Galili, 2010), o por Tyr en el hongo filamtesos comaA. nidulans asi como,
que el Trp aunque reprime esa actividad en basteiaainduce en levaduras, én
nidulanso enArabidopsis Ya que nosotros observamos un incremento de sigpree
Tpcmulcuando el hongo se cultivd en presencia de catg&micromolares de Tyr, de
Phe o de Trp y que aumentaba al subir la conceditrale los aminoacidos aromaticos
en el medio de cultivo, pudiera pensarse que lalaegn sobre la actividad del enzima
estaria por encima de la regulacion transcripcidbal este sentido, nosotros también
observamos en ensayos preliminares no incluidosaeseccion de resultados, una
bajada de actividad cuando incluiamos Tyr en losayrss de actividad corismato
mutasa realizados con proteinas intracelularesnigfsi® deT. parareeseiT6. Este
enayo se realiz6 con el objeto de poner a purdosdyo de actividad corismato mutasa.
Por otro lado, se ha descrito pamaC, gen que codifica la corismato mutasaZen
nidulans que bajo condiciones de déficit de aminoacidosxistiria regulaciéon a nivel
transcripcional (Krappmann y col., 1999). Por tardopesar de que en la region
promotora decmul se localizé una caja StuAp, factor de transcripoifue regula
clusterbiosintéticos de metabolitos secundarios en hofilgmsentosos com&usarium
(Lysge y col., 2011), y de que se observé reprgsadrglucosa e induccion por déficit
de nitrégeno en un medio de cultivo no suplementasioaminoacidos aromaticos para
Tpcmul el control génico que existe a este nivel podsiar supeditado a la regulacion
post-traduccional.
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Detectamos represiéon en presencia de glucosa, lyghee correlaciona con la
existencia en el promotor danul de dos cajas 5-SYGGRG-3'. Este dato esta de
acuerdo con la represiéon, en presencia de gludesgyrita para muchos genes que
codifican hidrolasas (Rubio y col., 2008; Moran-Diecol., 2009). Parece que la unién
del regulador Crel/CreA a estas cajas se ve fadargor una proximidad entre ellas
(Mach y col., 1996), pero en este promotor se énaban a mas de 200 pb. También se
encontraron varias secuencias 5-HGATAR-3’, invoadas en la union del regulador
AreA/Nit2 relacionado con el metabolismo del nigdg, resultado que correlaciona
con el incremento de expresion dpcmulen medios de cultivos con déficit de
nitrdgeno. Enlrichodermase ha descrito la induccion por déficit de nitrdmen genes
que codifican desde quitinasas o glucanasas hestsgjue codifican transportadores
de membrana (Limén y col., 1999; Montero y colQ20Vizcaino y col., 2006b).

A pesar de que en el promotor cilmulno se encontraron secuencias con los
cuatro motivos MYC conocidos (Cortés y col., 1998Jacionados con procesos de
micoparasitismo, se observaron altos niveles deesign del gepcmulen presencia
de paredes celulares &e solanial 1%. En este sentido, un aumento de expresion en
presencia de quitina, paredes de patdégenos o dt dif fuentes de carbono o de
nitrdgeno es un patrén bastante comdn en genesagliican enzimas que degradan
quitinasas o glucanasas, relacionadas directancentdéas habilidades antagonistas de
Trichoderma(Lorito y col., 1998). Sin embargo, este resultadoesta de acuerdo con
la baja de expresion del gen cuaridaatroviride micoparasiteR. solanj observada a
partir de datos dmicroarrays(Kubicek y col., 2011).

También se observaron altos niveles de expresiopresencia de material
vegetal al 1%, ya en cultivos de tiempo muy codme son las 4 horas, patron que
relaciona este gen con interacciones hongo-plafdgaque la expresion del gen con
material vegetal baja desde las 4 a las 24 horasulti®o, los elevados niveles de
transcrito observados bajo estas condiciones dev@ulo deberian asociarse a una
situacién de estrés para el hongo, mas bien depenisarse que algunos componentes
de las plantas o compuestos que se generen ponateilos enzimas del hongo sobre
el material vegetal estarian induciendo su expmne&éta induccion del gen por material
vegetal esta de acuerdo con el incremento de eégprebservado para este gen u otros
genes de la ruta del shikimato en interaccione§.dearzianumcon plantas de olivo o
con plantas de tomate (Rubio y col., 2014).

La presencia en la region promotoraameul de cajas para la unién de varios
factores de transcripcion de respuestas a estiéscab (ejemplo: HSFs, STRE, etc),
estaria de acuerdo con que la produccién de muttebabolitos secundarios en los
hongos filamentosos se ha asociado a condicionesstiés (Yu y Keller, 2005).
Aunque parece claro que la regulacién de la cotsmaitasa ed. parareeseil6, y
posiblemente en otros hongos filamentosos, es rmmmpleja y estd sometida a varios
mecanismos de regulacion ya que la induccién obdaren presencia de paredes de un
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patégeno para un hongo micoparasito cdmiohodermano puede considerarse como
una situacion de estrés. En este sentido, se fidandn in silico varios sitios de
fosforilacion en la estructura secundaria de TPCMe&ldtivos a procesamientos post-
traduccionales de la proteina y, como se ha pudigera otros hongos (Yu y Keller,
2005; Bayram y col., 2008), la produccion de meitdssecundarios efrichoderma
se ve afectada por proteinas G y kinasas (Reithoel:, 2007).

Como productos finales de la ruta del shikimatgeate en animales, se han
identificado alcoholes aromaticos, entre ellodrekbl, pero antes que ellos, se forman
los amino&cidos aromaticos, por tanto, esta rubaifiética es imprescindible en el
metabolismo primario de organismos como bactehasgos y plantas para la sintesis
de algunas de sus proteinas (Eberhard y col., X&@6g y col., 2002). En este sentido,
para el andlisis funcional de genes de esta rugaueden utilizarse aproximaciones de
interrupcidn génica.

La ruta del shikimato en bacterias se destinasadusivamente a la produccion
de proteinas, pero en organismos como plantas,afomoacidos formados son
precursores de una gran variedad de metabolitosndago, que tienen mudltiples
funciones bioldgicas (Vogt, 2010). Este es el amEGSA que en plantas se forman en la
ruta del shikimato, bien a partir de isocorismator, accion de la isocorismato sintasa
(ICS), bien a partir de Phe por accion de la fégmiaa amonio liasa (PAL) (Chong,
2001; Tamaoki, 2008; Dempsey y col., 2011; Hard,220Sin embargo, esta ruta no
esta muy estudiada en hongos filamentosos. De heské descrito quérichoderma
produce a partir de Trp, por varias rutas que nanesompletamente caracterizadas,
diferentes compuestos de naturaleza inddlica cdn/e (Contreras-Cornejo y col.,
2009). En este sentido, el IAA producido paichodermase ha relacionado con el
desarrollo de raices secundarias en las plantas gfectos positivos en la promocion
del crecimiento de las mismas (Contreras-Corneoly 2009; Hermosa y col., 2012).

El silenciamiento génico por siRNA se ha convergdauna alternativa real para
el andlisis funcional de genes esenciales, porpehas de la ruta del shikimato, como
se ha indicado antes, o genes de aquellos orgamismdos que resulta dificil la
obtencion de mutantes nulos mediante interrupciénicgq, como es el caso de
Trichoderma ya que la frecuencia de recombinacién homdlogm@g baja (Mach y
Zeilinger, 1998).

Los andlisis funcionales de genes de la ruta dkinsato son muy escasos en
hongos filamentosos. Un silenciamiento génico \daro2, gen que codifica la
corismato sintasa évierticillim longisporum redujo su capacidad para infectar plantas
de Arabidopsisy también de su hospedadBrassica napugSingh y col., 2010). Sin
embargo, no hemos encontrado referencias de anfilistionales del gen que codifica
la corismato mutasa en hongos filamentosos.
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Con objeto de asignar funcion al gépcmuldeT. parareeseil6 se obtuvieron
transformantes en los que este gen estaba silen@adha demostrado el potencial de
ciertas construcciones que codifican horquillas ARN complementarias sélf-
complementary hairpin RNA o hpRNén el silenciamiento eficaz de genes de plantas
(Wesley y col., 2001) y de hongos patdégenos céspergillusy Fusarium(McDonald
y col., 2006). En este sentido la cepaparareeseil6 se transformé con el plasmido
pJL43bl-Cmul. Una estrategia similar ha permitsigraar funcion a varios genes de la
ruta de los terpenos @n harzianum(Cardoza y col., 2006b; 2007) o, particularmente
de trichotecenos, €h arundinaceuniMalmierca y col., 2012), relacionandolos con sus
habilidades antifingicas frente al fitopatégéhainereay un silenciamiento déhpgl
ha relacionado la ThPG1 de harzianumcon la capacidad colonizadora de raiz y la
induccién de defensas en planta (Moran-Diez y 2009).

Aunque no se ha incluido en las secciones de rakggriy meétodos y de
resultados, para la obtencion de transformantesilsgaron dos tipos de metodologias
diferentes, protoplastosAgrobacterium En este ultimo caso, se transformé la bacteria
con el plasmido pUR5750 y se utilizd, posteriorreepiara infectar la cepa T6, pero no
se obtuvieron transformantes. En este sentido, as@ublicado que la eficacia de
transformacién por ambas metodologias varia seglrespecie deTrichoderma
(Cardoza y col., 2006a), aunque al dia de hoy fadao se ha publicado la
transformacion enT. parareesei Los resultados positivos se obtuvieron con la
transformaciéon mediada por protoplastos. Para paepda construccion de
silenciamiento se utilizé un fragmento de 500 pbgia Tpcumlbajo el control del
promotor constitutivo del geta deT. harzianum(Sousa, 2004), que habia mostrado ya
su eficacia en el silenciamiento génicoTeithoderma(Cardoza y col., 2007; Moran-
Diez y col., 2009). La integracion deassettede transformacion pJL43b1-Cmul fue
confirmada mediante PCR en 7 de los 8 transforraacd@ resistencia a fleomicina
obtenidos. Cuando el numero de inserciones a#settede transformacion se
determiné mediante andlisis tigoutherntodos los transformantes, excepto el S-cmu3,
mostraron la banda de 4,5 kb correspondientasdettede fleomicina utilizado como
sonda. Ademas, la banda o bandas de tamafio infedd kb observadas también en
los transformantes S-cmul, S-cmu2 y S-cmu3, indidakintegracion o integraciones
de una parte detassettede transformacién en esas cepas. En este punto, se
seleccionaron transformantes representativos deifeeentes modelos de integracion
de cassetteobservados en &outhern(S-cmul, S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4) y también
un transformante control (S-cmu0), obtenido pondfarmacién de la cepa T6 con el
plasmido vacio, para ser incluidos en estudioseposes.

Con objeto de determinar si la horquilla del fragtoedelTpcmulpresente en el
vector pJL43bl1-Cmul utilizado para transformar kpec silvestre era efectiva,
analizamos los niveles de transcrito medidal-timePCR en los transformantes S-
cmul, S-cmu3 y S-cmu4, crecidos bajo diferentesdicmnes. Considerando los
diferentes niveles de expresion del gen detectadok cepa silvestre bajo diversas
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condiciones de cultivo, se seleccionaron 3 medesudtivo diferentes, que incluian o
no aminoacidos relacionados con la regulacién datlg para comparar los niveles de
transcrito de transformantes silenciados putatems los del transformante control.
Como cabia esperar, los tres transformantes mostragnores niveles de transcrito que
la cepa control a las 24 horas de crecimiento emadio pobre con glucosa al 2%
(Penttila y col., 1987). Sin embargo, cuando al imelé cultivo se afladian Tyr o Trp,
los niveles de transcrito subieron en todos lassttamantes y fueron, excepto para el
transformante S-cmu4, iguales o superiores a lesctd&los en la cepa control. Estos
resultados indicarian que esta ruta esta sometiiferantes tipos de regulacion y, a su
vez, en distintos niveles. En bacterias y planta$ia descrito que los aminoacidos
aromaticos también pueden inhibir la actividad extica cabecera de la ruta y que este
seria el principal mecanismo regulador del camihnin( y Galili, 2010). Asi, los
transformantes S-cmul y S-cmu3, para mantenerudil@em en la produccion de los
tres aminoacidos, formarian mas transcrito parapeosar ese silenciamiento cuando
se adiciona alguno de ellos al medio, mientras ejugansformante S-cmu4, parece
tener tal grado de silenciamiento, que no es sdparan la adicion de aminoacidos que
también participan en la regulacion esta ruta.

Con objeto de verificar el funcionamiento de la omagria de silenciamiento, se
determind la actividad corismato mutasa en la capestre T6, S-cmu0 S-cmul,
Scmu3 y S-cmu4, empleando proteinas intracelutayesnidas de micelios procedentes
de cultivos de 48 horas en diferentes medios, swgleados o no con cada uno de los
tres aminoacidos aromaticos. Se observo, bajo ledrac condiciones de cultivo
ensayadas, una disminucion estadisticamente sigtivik de la actividad corismato
mutasa en 3 de los 4 transformantes analizadosdepasado los valores detectados en
la cepa control. Para la cepa silvestre, la adidérPhe o de Tyr al medio de cultivo,
disminuia la actividad. Estos resultados estareaaalierdo con la regulacion negativa
que ocasionan ambos aminoacidos en la actividda atrismato mutasa (Tzin y Galili,
2010). Ya que una adicion de Trp 2 mM al medio ciiva este enzima en la cepa T6,
respecto a la actividad detectada en un medio rif@mNn), quizds la concentracion
de Trp utilizada sea demasiado elevada y estamieprilo el enzima cabecero de la
ruta, pues se ha descrito que el Trp también puddkir la DAHP (Tzin y Galili,
2010).

Llama la atencién que cuando se afiadid algunososldrés aminoacidos al
medio de cultivo, los valores de actividad obtenig@ra la cepa silvestre y la cepa
control discreparon bastante, cosa que no ocumri& medio GnNn, un medio minimo
con glucosa al 2%. Ello indicaria que bajo alguoasdiciones de cultivo, pero no
todas, la insercion de un plasmido en el genomaradodermaafecta a la ruta del
shikimato. Ademas, la cepa S-cmul, que presen&s @4 horas de cultivo en medio
GnNn menores niveles de transcrito que S-cmuO, Mhosayores niveles de actividad
gue ninguna de las otras cepas en ese medio. &xgrcesentd, como se discutird mas
adelante, un fenotipo muy diferente al de las céffag/ S-cmu0 solamente en las
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primeras 24 horas de cultivo, porque después de #®sSIpo su crecimiento y
esporulacién se asemejaban a los de ellas y, cenha slicho, la actividad corismato
mutasa se midié en cultivos de 48 horas. Por afllo,lla falta de correlacion entre el
patrén de inserciones dehssettede transformacion en las cepas y los niveles del
transcrito deTpcmulo los valores de actividad, en este caso corismatasa, ha sido
descrita previamenten Trichoderma tanto en sobreexpresantes (Limén y col., 1999;
Montero-Barrientos y col., 2007, 2008) como en dfarmantes silenciados (Moran-
Diez y col., 2009).

Ya que la ruta del shikimato afecta también al b@ismo primario de los
microorganismos, analizamos como el silenciamiemayen de esta ruta afectaba al
fenotipo del hongo, asi, se determind el crecimieth las cepas bajo diferentes
condiciones, contemplando las variantes de temperat de medio de cultivo. Se
observaron o no diferencias en los diametros densiento entre cepas segun el medio
de cultivo utilizado y el tiempo de cultivo. Aungaa un medio rico como es el PDA,
las diferencias de crecimiento entre cepas dismimai medida que avanza el cultivo,
los transformantes S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4 cratierenos que T6 o que S-cmu0 en
los otros 4 medios sélidos ensayados, observarsdmégores diferencias en el medio
minimo GnNn. Ese menor crecimiento, en las primé@ss de cultivo, eran mucho
mas evidente para el transformante S-cmul, peemzédba a las 48 horas los mismos
tamafios de colonia que las cepas T6 y S-cmuOuagar otro lado mostraron tamafnos
de colonia casi idénticos en los 5 medios ensayass vez, los cuatro transformantes
analizados esporulaban mas rapidamente que las sépestre y control en todos los
medios, incluido el PDA. La esporulacion de losdusse asocia con mecanismos de
supervivencia, bajo condiciones de estrés, y disper En este sentido, esta descrito
que la conidiacion emrichodermaenvuelve mecanismos moleculares muy sofisticados,
que son clave en su regulacion los foto-receptdeEdsVET, ENVOY y BLR-1/BLR2,

y la NADPH oxidasa, y que se ve inducida por lugridas mecanicas, nutrientes
(déficit de nitrogeno), pH y condiciones medioambaes (Carreras-Villasefor y col.,
2012). Y, aungue la capacidad de las cepas pansepigr el medio variaba segun éste,
se observdé mayor pigmentacion de los diferentesianadtilizados para cultivarlas,
sélidos y liquidos, con las cepas S-cmu2, S-cm&3cynu4 que con T6, S-cmu0 y S-
cmul, una caracteristica que se relaciona comoldupcion de metabolitos secundarios
(Keller y col., 2005).

Por otro lado, la diferencia en el tamafio de ldenias se observd (Tabla 9)
independientemente de la temperatura a la quecsbaron las cepas. Se ha descrito
que la temperatura Optima de crecimiento de lacgspe parareeseesta proxima a los
37°C (Atanasova y col., 2010; Druzhinina y col.1@0 y nosotros hemos publicados
recientemente (Rubio y col., 2014), que los exudat®raices de tomate favorecen el
crecimiento de la cepa silvestie parareeseiT6. Dado que las diferencias de
crecimiento entre los transformantes y las cepasy ®8cmu0 se mantienen mas o
menos constantes a las tres temperaturas ensayase mue este pardmetro no afecta
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en gran medida a la ruta shikimato. Cuando se camglacrecimiento utilizando el
medio liquido MS, que se utiliza para el crecimiantvitro de las plantas, adicionado o
no con exudados de plantas, solo los transformarBesmu2 y S-cmu4,
independientemente de la temperatura de cultivatnam@n menor crecimiento que T6
y S-cmu0.

Con objeto de determinar si los menores diametasecimiento observados en
los transformantes respecto a las cepas silvestenyrol, sobre todo, en un medio
minimo (GnNn) revertian al afiadir los diferentesireacidos aroméaticos que se
producen en la ruta del shikimato, se realiz6 wagn de complementacién. Aunque el
Trp afectd negativamente al crecimiento de todaségpas, la adicion conjunta de los
tres aminoacidos aromaticos revertia el fenotipdadecepas S-cmul y S-cmu3, que
igualaron su crecimiento con T6 y S-cmu0. Sin egalos transformantes S-cmu2 y
S-cmu4 mostraron, independientemente de los amduwscanadidos o de su
combinacion, menores didmetros de crecimiento gaecépas T6 y control. Aunque
cuando se afiadieron los tres aminoacidos, el asdedas colonias de todas las cepas
era semejante (Figura 23). Dada la amplia variedadompuestos formados en la ruta
de shikimato que participan en su regulacion y asl vez, como se ha descrito en
planta para la Phe o el Trp, pueden ser precurs@esetabolitos secundarios muy
variados (Chong, 2001; Hara, 2012), esta ruta badtante dificil de complementar.

Considerando los resultados de crecimiento obtenéiolos diferentes medios
de cultivo, sélidos y liquidos, y a las diferentesperaturas, asi como, los resultados
de actividad corismato mutasa en diferentes metbssiransformantes S-cmu2 y S-
cmu4 parecen ser las cepas con mayor grado deiail@ento. Enlrichodermaparece
ser bastante comun el obtener transformantes cstintdi grado de silenciamiento
cuando se utilizan estasmssettede transformacion que generan horquillas de ARN
(Cardoza y col., 2007; Moran-Diez y col., 2009) b€alestacar que la cepa S-cmul
mostraba un crecimiento similar a un desarrolladeviforme en las primeras 24 horas
de cultivo y, posteriormente, continuaba con uradefio miceliar. Una observacioén al
microscopio de esas estructuras que formaba la $egaul en las primeras horas de
cultivo en medio solido, permitié ver una espeaepdeudoesclerocios que contenian
gran cantidad de células. A su vez, ésta era la gep poseia el mayor nimero de
inserciones detassettale transformacion.

Ya que los aminoacidos aromaticos Tyr, Phe y Topméados en la ruta del
shikimato, serian el origen de alcoholes aromatiowso tirosol, feniletanol y triptofol
pero también de compuesto como IAA y SA, que aunspe fitohormonas bien
caracterizadas en planta se desconoce su papeheng®, se analizé la produccién de
compuestos como tirosol, IAA y SA en las difererdegas dd. parareeseiAunque se
detectd SA en sobrenadante de cultivo de medio BB las cinco cepas de
parareeseianalizadas mediante un método colorimétrico, ndetectd este compuesto
en sobrenadante de PDB de ninguna de las seis arpbgadas mediante HPLC-MS.
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Ya que hemos detectado, mediante HPLC, bajas coacemes (0,2 mg/L) de SA en
sobrenadantes mas concentradod dbearzianumy que el limite de deteccion de esta
técnica es de 0,1 mg/L, no deberia pensarsel gparareeseno produce SA sino que
posiblemente no lo estamos detectando. Ademas sitasficativamente menores
cantidades de SA detectadas por el método colatocnéen los transformantes
silenciados S-cmu3 y S-cmu4 (el S-cmu2 no se anglar esta técnica) que en las
cepas S-cmu0 y S-cmul muestran que el silenciam@glt genTpcmulafecta a la
produccion de SA en el hongo y que esas cepas gr@umenos Phe.

Por otro lado, las concentraciones de IAA detestguar HPLC-MS en los
diferentes sobrenadantes de cualquiera de lacegds del. parareeseientre 0,01 y
0,04 mg/L, indicarian que su produccion no se eetafla por el silenciamiento del gen
Tpcmulen el hongo, al menos, bajo esas condiciones ltigoculeniendo en cuenta
que el Trp es el precursor de la sintesis de costpsigndolicos efdrichodermay que
su adicion en concentraciones del orden de 0,25anlh medio rico como el PDB
aumenta hasta 40 veces la produccion de IAA (Cagr€ornejo y col., 2009), la
ausencia de diferencias entre las cantidades dedgtéctadas en la cepa silvestre o en
la cepa control en los medios PDB y MM-glucosa%alsuiplementado con 5 mM Tyr, 5
mM Phe y 2 mM de Trp, indicarian que la alta cotreamdn de Trp en este ultimo
medio estaria inhibiendo las rutas de compuestdlicos por las que se forman el
IAA. También se ha descrito que el corismato esusitrato por el que compiten
corismato mutasa, para la sintesis de Tyr y Pla@tnanilato sintasa, para la sintesis de
Trp (Strater y col., 1997), por tanto, el silenci@anto deTpcmulen T. parareesei
supondria una mayor produccion de Trp y, conseeuwatite, una mayor produccion de
IAA en los transformantes silenciados. La ausedeiadiferencias en produccién de
IAA entre cepas para ninguno de los tres medidizadios indicaria que la produccion
de Trp se esta regulando para mantenerse en equddn la produccion de Tyr y Phe.

A diferencia de lo ocurrido para el IAA, la cantidale tirosol detectada
mediante HPLC-MS vari6 para todas las cepas selginedio de cultivo en el que se
habian crecido, aunque no se detectd este comperesimbrenadante de medio minimo
(MM-glucosa al 2%) de ninguna de las cepas. A pdsajue fueran significativamente
menores las cantidades de actividad corismato muthgenidas, a partir de proteinas
intracelulares de medio MM-glucosa al 2%, en Itensiados S-cmu3 y S-cmu4 que en
las cepas T6 y S-cmu0, la ausencia de tirosoltpdis las cepas en este medio minimo
indicaria que los aminoacidos formados en la retasdikimato se estarian empleando
en la produccion de proteinas.

Cuando se cuantificé el tirosol en sobrenadantesuttero de medio PDB, se
obtuvieron valores bastante similares en todasdpas dd. parareese{entre 0,8 y 1,1
mg/L). A tenor de la pequeiia cantidad de tirosdbatada para toda las cepas, las
diferencias observadas entre las cepas T6, S-cn846mul y el limite de deteccién de
la técnica, 0,1 mg/L, no hay datos para asociail@iciamiento del gefipcmulcon la
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produccion de tirosol en este medio de cultivo. &irbargo, las cantidades de tirosol
producidas por los silenciados S-cmu2, S-cmu3 yn84cen un medio MM-glucosa al
2% suplementado con los aminoacidos Tyr, Phe yfigmn menores que en las cepas
S-cmu0. Aunque no se realizaron réplicas técnieaa [as medidas por HPLC, si se
partio de réplicas biologicas, por tanto, las sane$ cantidades de tirosol detectadas
para la cepa control S-cmuO y el transformante 8icngue en la mayoria de los
ensayos no se comportd como un silenciado, indicague las menores cantidades
detectadas en las cepas S-cmu2, S-cmu3 y S-cmudednaas al silenciamiento del
gen que codifica la corismato mutasa. La diferenbservada en produccién de tirosol
entre la cepa silvestre T6 y la cepa control S-cpaidYia explicarse por las diferencias
observadas en actividad corismato mutasa en amdyass,caunque sus valores de
actividad eran similares en un medio MM-glucosa2%, se detectaron diferencias
significativas cuando se adicionaba cualquieraodeties aminoacidos aromaticos al
medio de cultivo (Tabla 7). No se ha medido lavatdid corismato mutasa en proteinas
obtenidas a partir de medio de cultivo adicionaoio los tres aminoacidos en ninguna
de las cepas y, posiblemente, esos datos acladadadiferencias observadas en la
produccion de tirosol entre las cepas T6 y S-cmuO.

Con objeto de analizar el papel del gggtmulen la actividad antagonista de
parareesei se realizaron diferentes ensayos con las cepasy T®&cmuO y los
transformantes silenciados, y un panel de cuatcoomiganismos patdégenos que incluia
tres hongos filamentoso®.( cinerea F. oxysporumR. solanj y un oomiceto P.
ultimur), todos ellos fitopatdogenos de interés agricolb.céntrario de lo que ha
ocurrido con algunas especies Techoderma donde se dispone de muchos estudios
que evalian sus habilidades antagonistas por deatde potenciales agentes de
biocontrol (Limon y col., 1999; Brunner y col., Z)Benitez y col., 2004; Harman y
col., 2004), este tipo de estudios son muy esaasds parareeseiEl motivo se debe a
qgue, hasta su descripcion (Atanasova y col., 2&L@) cepas eran identificadas como
reesej la especie filogenética mas proxima y que noasacteriza por poseer buenas
habilidades antagonistas (Kubicek y col., 2011 $mbargo, trabajos bastante
recientes han mostrado que cepasldparareesetienen potencial como agentes de
biocontrol por su fuerte antagonismo frente a ftogenos tan diversos conih
cinereg F. oxysporum P. irregulare R. solanj Alternaria alternatay Sclerotinia
sclerotiorum(Druzhinina y col., 2010; Rubio y col., 2014). A vez, y como se indico
anteriormente, el geMpcmulde T. parareesese inducia en presencia de paredRde
solani una situacion que simula el micoparasitismo (&izo y col., 2006c, 2007,
Moran-Diez y col., 2009).

Cuando se utilizaron ensayos de cultivo dual, ssemfaron diferencias entre
cepas en cuanto a su capacidad para inhibir elhtitdo de los cuatro fitopatégenos
diana. Los transformantes silenciados S-cmu2, S3cyniB-cmud4 mostraron menor
inhibicion de los patdgenos que las cepas T6 y 83¢reuya habilidad parecia idéntica.
También en este ensayo, el transformante S-cmuirénderencias con el resto de
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transformantes silenciados dipcmul y se comportaba como las cepas silvestre y
control de transformaciéon. Estos resultados indinadfpue compuesto producidos en la
ruta del shikimato estan participando en el antsgom de T. parareesei En el
biocontrol deTrichodermafrente a los patdgenos se han descrito varios misuas de
accion (Monte, 2001; Benitez y col., 2004), losagns de cultivo dual muestran que la
cepa silvestre T6 inhibe por antibiosiBa cinerea mientras que micoparasita a los
otros tres patdgenos ensayados. Sin embargoalusfarmantes silenciados S-cmu2, S-
cmu3 y S-cmu4, aungue inhibieron el crecimientoFdeoxysporumy rodeaban su
colonia, no fueron capaces de sobrecrecerlo, puo,taestas cepas poseen menor
habilidades micoparasiticas.

Para profundizar en el analisis de la actividadibibdria de las cepas,
independientemente de su micoparasitismo, se aeafiz estudios utilizando
membranas con diferente tamafio de poro. En loyesns®n celofan, cuyo tamafo de
poro superior a 90 kDa permite el paso de cualquierpuesto secretado por el hongo,
se observaron ya diferencias entre las 6 cepasidasl en el ensayo en cuanto a su
actividad para inhibir los cuatro patdégenos didb@.nuevo, el transformante S-cmu4,
con el mayor grado de silenciamiento, fue el mésctaflo en sus habilidades
inhibitorias frente a los 4 fitopatdgenos. El tfansante S-cmu2, con un fenotipo muy
similar al del transformante S-cmu4, presentd uciividad inhibitoria frente aF.
oxysporumy R. solanisimilar a éste pero no mostro diferencias conefaaccontrol
frente aB. cinerea Por otro lado, resultan curiosos los porcentajesinhibicion
obtenidos para el transformante S-cmul ya que a&urgju muchos ensayos se
comportaba como la cepa control S-cmu0, en estaliestnostré tener afectada su
capacidad para inhibir B. cinereay, sobre todo, al oomicef®. ultimum Cuando los
ensayos se realizaron utilizando membranas deosalulecut-off 14 kDa, que permiten
s6lo el paso de pequefias moléculas, los cuatreforamantes silenciados, incluida la
cepa S-cmul, mostraron menores porcentajes dadidmtle los 4 fitopatégenos diana.
Estos datos son indicativos, por un lado, de qué¢almétos producidos pofl.
parareeseison responsables de la inhibicibn de los patégegnopor otro, que
metabolitos producidos en la ruta del shikimatdigi@pan en su actividad inhibitoria.
En este sentido, metabolitos secundarios como gmsrdeT. harzianumhan demostrado
inhibir a F. oxysporum(Rubio y col., 2009), y la HA y algunas aspino$idde T.
arundinaceumnhibir aB. cinerea(Malmierca y col., 2013, 2014a).

Ya que uno de los principales mecanismos de aadgmrichodermacomo
agente de control biologico es el micoparasitisimri{o y col., 1998) y que muchas
quitinasas, celulasas y proteasas, la mayorialde ieducibles, estan involucradas en
las habilidades micoparasiticas de este génerad\fia y col., 2006c, 2007; Lorito y
col., 2010), medimos estas actividades en extrgotusicos intracelulares, procedentes
de cultivos en medio PDB adicionado con 0,5% deqes celulares dg. solanj de la
cepa silvestre y todos los transformantes. Comaridcen los ensayos de crecimiento
utilizando el medio PDA, las cepas no mostraroardiicias de crecimiento observables
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tras 48 horas de cultivo en PDA con paredes degpatd Sdlo el transformante S-
cmu4, que posee el mayor grado de silenciamiendsiri significativamente menores
actividades quitinasa y proteasa que las cepasssiévy control. A pesar de que la
mayoria de los transformantes (excepto el S-cmu@) nmostraron diferencias
significativas con la cepa control en la actividadulasa, las mayores diferencias en la
capacidad inhibitoria entre los transformantesnsikdos y esa cepa, obtenidas en los
ensayos con membranas, se observaron frente alcetoni. ultimum Ya que los
hongos tienen una pared formada principalmentejpitina y celulosa, mientras que la
de los oomicetos esta constituida principalmentecptulosa, se hubiera esperado que
las menores diferencias en la capacidad inhibitemiae silenciados y cepa control se
hubieran presentado frentePa ultimum En cualquier caso, como podria esperarse de
hongos con poderosas actividades celuloliticas, ciysas silvestre y control de
transformacion mostraron el mayor potencial de dntl frente &. ultimum Por otro
lado, los resultados muestran que afectar la ritsldkimato en el hongo tiene efecto
sobre sus actividades hidroliticas y, por tantdyresosu micoparasitismo. En este
sentido, se ha descrito que una superproducciéiR@8 enT. harzianumviene
emparejada con un incremento en sus actividadeslitichs (quitinasa, proteasa y
celulasa) y, por ende, una mayor capacidad de miatode P. ultimum (Montero-
Barrientos y col., 2011), mientras que el silenééno o la disrupcion de un gen de la
ruta biosintética de produccion del trichoteceno ¢dalleva un aumento de la actividad
quitinasa el. arundinaceunfMalmierca y col., 2012).

La rizosfera es uno de los nichos ecoldgicos masuoes pararichoderma
spp., pues las raices de la planta les proporcid@asportunidad para vivir como
biotrofos o0 como saprofitos (Hermosa y col., 20Pd12). Se ha demostrado que la
sacarosa derivada de la planta facilierishodermala colonizacion de la raiz, y que un
sistema permeasal/invertasa del hongo participaa eaddjuisicion de exudados de la
planta (Vargas y col., 2009). En esta tesis doctoeenos utilizamos cuantificaciones
medianteReal-timePCR para analizar como el silenciamiento del Gegemulafecta a
la capacidad colonizadora dE. parareeseiT6. En este sentido, se obtuvieron
significativamente menores cantidades de los sddos S-cmu2, S-cmu3 y S-cmu4
que de la cepa control S-cmuO en raices de torRate.otro lado, las diferencias
observadas en crecimiento y actividad antagonidta ¢ransformantes silenciados, que
podian asociarse con el mayor o menor grado decsl®miento, no se observaron en la
capacidad colonizadora de estas cepas. De hechtatsformantes S-cmu2 y S-cmu4
habian mostrado menor crecimiento en medios adidmscon exudados de plantas de
tomate que el resto de las cepas y, por tantoulberda esperado que presentaran una
menor capacidad para colonizar raices de tomateefjuensformante S-cmu3. En
cualquier caso, y como se describe en la seccidntamluccion, la colonizacion es un
proceso muy complejo (Chacén y col., 2007; AlonsoriRez y col., 2014). Por
ejemplo enT. parareeseiT6, como hemos publicado recientemente (Rubio ly, co
2014), a las 20 horas de interaccion con raice®mate cambia la expresion de 250
genes en su transcriptoma. Sin embargo, solo s proteinas derichodermatales
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como una endopoligalacturonasa, dos hidrofobinasayproteina tipo expansina se han
podido relacionar con la capacidad colonizadora hieglgo (Viterbo y Chet, 2006;
Brotman y col., 2008; Moran-Diez y col., 2009; Séskoy col., 2012).

Algunas cepas dé&richodermatienen capacidad para promover el crecimiento
de las plantas (Hermosa y col., 2012, 2013), ausneliot la produccion de los cultivos,
nosotros utilizamos ensaya@s vitro e in vivo para analizar los efectos que la c@pa
parareeseil6 y el silenciamiento del gelpcmulprovocaban en plantas de tomate. En
los ensayodn vitro, la aplicacién de esta cepa al medio donde séatrdas plantulas
promovia el desarrollo de raices laterales en liasas, el tipico efecto auxina. Este
resultado, publicado recientemente (Rubio y c@l1,4), esta de acuerdo con los efectos
descritos para algunas cepaslddarzianumy T. atroviride sobre plantulas de tomate
(Rubio y col., 2012). Sin embargo, no se puede rgdéinar respecto a que todas las
cepas ddrichodermasean capaces de promover el crecimiento de lataglaya que se
ha descrito que cepas comovirensT87 provocan una disminucion de raices laterales
en plantulas de tomate o que cepasl deeeseiinhiben el crecimiento de una planta
herbacea de jardin (Atanasova y col.,, 2010). Edfextos positivos sobre la
arquitectura de la raiz fueron mas notorios corirfrssformantes S-cmu2, S-cmu3 y S-
cmu4, resultados que indicarian que algun o algded®s compuestos formado en la
ruta del shikimato del hongo afectan negativamaht@ecimiento de las plantulas de
tomate. En este sentido, se puede encontrar hibfiag tanto de metabolitos
secundarios deTrichoderma que tienen fitotoxicidad, la trichodermina dE.
brevicompactum(Tijerino y col., 2011b) o la aspinolida B dE arundiaceum
(Malmierca y col., 2014a), como de metabolitos tjeren efectos positivos sobre el
desarrollo de la planta, la aspinolida CTdearundinaceun{fMalmierca y col., 2014a).
Cuando estos ensayas vitro se realizaron bajo un estrés salino, no se ohbserva
claras diferencias en el desarrollo de la raiz enipdrte aérea de las plantulas con
ninguna de las cepas @ieparareeseensayadas respecto al control.

Se hicieron ensayos con cultivos hidropénicos smle se afiadidé sobrenadante
de cultivo de las cepas al medio liquido donderseian las plantulas de tomate. A
pesar de que no hubo diferencias significativaseelos valores medios obtenidos en
tamafio de parte aérea y tamafio de raiz principlasdglantulas tratadas o no (control)
con sobrenadante de las diferentes cepas (Tablalasgjmagenes de la Figura 27
muestran que el sobrenadante de cualquiera depas cel. parareesefavorecio el
desarrollo de raices laterales en plantulas deteodea1l0 dias, y que estos efectos eran
mas evidentes con el sobrenadante del transform&natenu4. La ausencia de
significancia en las diferencias se debe, en paitteipo de planta utilizada en los
estudios, sus semillas no responden a la esteaific y no se puede sincronizar el
tiempo de germinacion, ello implica mucha variatati en el tamafio de las plantas.

En ensayosin vivo realizados en invernadero, sin y con estrés sakho,
tratamiento con cualquiera de las cepas Tdeparareeseievaluadas favorecio el
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desarrollo de las plantas ya que incrementabaifisgfivamente el tamafo de la parte
aérea tanto si eran regadas con agua como cuansio ego se utilizé una solucion
salina 200 mM. Algunos de estos resultados disorepan aquellos publicados,
previamente por el grupo, sobre los efectos depa silvestre T6 en cultivo de tomate,
donde una mayor altura de las plantas, estadisgtit@nsignificativa, se observaba solo
bajo ese estrés salino (Rubio y col., 2014). Ee sshtido, los datos de ambos ensayos
no podrian ser comparados ya que la forma de afdicalel hongo fue diferente. En
aquel trabajo se pildoraron las semillas de toroatela cepa T6, mientras que en éste
las cepas se han aplicado sobre plantas de tom&esdmanas de edad. En cualquier
caso, se sabe que los efectos que provachodermaen las plantas dependen no solo
de la cepa, la cantidad de inéculo o el estadoedartbllo de las mismas, sino también
del modo de aplicacién del hongo (Hermosa y cOIL2).

En los dltimos afios, varios trabajos describen tpge mejores efectos
provocados por la aplicaciéon deichodermasobre la germinacion de semillas y el
crecimiento de las plantas se observan bajo canési de estrés abibtico (Mastouri y
col., 2010; Shoresh y col., 2010; Hermosa y c@1,22 Rubio y col., 2014). A pesar de
gue en los ensayos de invernadero no se obserddesancias fenotipicas muy claras
entre las plantas de tomate tratadas con difereefess dd. parareesed no (control)

y, a su vez, regadas con 5 mL por planta de unacisol salina 200 mM, si se
observaron diferencias contundentes en el gradiodesis y sobre todo en la caida de
hoja cuando se cambi6 la forma de aplicar el esaso. El efecto de una ldmina de
solucion salina 300 mM evidencié una mayor pérdidahojas y un mayor grado de
clorosis en las plantas control, pero también €ifelas entre los tratamientos con las
diferentes cepas d€. parareesei siendo primero las plantas control y después las
tratadas con la cepa silvestre las mas afectadda pal. Destacar que no ocurrié caida
de hojas ni clorosis elevada en plantas tratadaslao transformantes S-cmu2 o S-
cmu4. Estos resultados indican que en interaccidnesodermaplanta, la ruta del
shikimato del hongo, por la ausencia o presencialgleno-s producto-s generado-s en
ella, afecta a las respuestas de la planta akestlino. Recientemente se ha publicado
que cuandoTrichoderma coloniza la planta es capaz de activar su magainar
antioxidante, aumentando su tolerancia al esttgwg@8rotman y col., 2013).

Cuando analizamos los niveles de transcrito deggass marcadores de defensa
frente a estreses abidticos en las plantas de ¢odeab semanas de edad, que habian
sido tratadas con el hongo en su segunda semana, Jpgsteriormente, habian sido
sometidas a un riego con la solucién salina 200 duvante dos semanas mas, los
niveles de transcrito de los genBREB3 y AREB2 se incrementaban, con una
excepcion, en las plantas tratadas con los transfaies silenciados S-cmul, S-cmu2 o
S-cmu4 respecto a los niveles detectados en spsctess plantas no sometidas a
estrés. A pesar de que no habiamos observado miii@sefenotipicas (en tamafio o
grado de clorosis) entre plantas sometidas a lesedies tratamientos con el hongo
cuando aplicamos ese nivel de estrés salino, lesltaglos obtenidos con genes
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marcadores indicaban que el tratamiento de lastgdacon cepas d&. parareesei
silenciadas en el gefpcmulincrementaba la tolerancia de las plantas al saino.
Aunque no disponemos de datos de expresion de geassmdores de defensa para
aquellas plantas que se habian sometido a unadémeimiego de 300 mM de sal, las
plantas tratadas con los transformantes S-cmuZcmgF respondieron mejor a este
estrés. En el caso de las plantas tratadas cap& 6 o la S-cmu0, mostraron perfiles
de DREB3y AREBZ2similares, tanto en ausencia de estrés como caplitzacion de un
riego de 200 mM de sal, pero siempre inferioressadetectados en las plantas control,
estos datos parecen indicar que las plantas teatada T. parareeseino estan
respondiendo a esos niveles de estrés. Este hechodnia asociarse sélo a la ruta del
shikimato ya que, bajo esas condiciones de estieplantas tratadas con cualquiera de
las cepas, silenciadas o no, tenian significativaenenayor tamafo que las plantas
control.

La sefalizacion de las respuestas a estresescabiGh la planta es muy
compleja (Zhu, 2002; Ji y col., 2013) y aunquedascadas de traduccidn de sefiales no
estan completamente caracterizadas, esta desccen la percepcion de sal y de
sequia esta sefalizada tanto por rutas dependieiesteABA como por una ruta
independiente de éste (Uno y col., 2000; Agarwatoly, 2006). En este sentido,
mientras el geAREB2 marcador de ABA, incrementd su expresion en respua la
sal tanto en las plantas control como en aquelasdas con los transformantes
silenciados, se reprimia fuertemente en las pldrdatsdas con la cepa T6 o con la cepa
control. A su vez, el geBDREB3 independiente de ABA, estuvo también fuertemente
reprimido bajo el estrés salino. Estos resultadmgarrelacionan con la ausencia de
diferencias en el fenotipo de las plantas tratadasos diferentes transformantes o con
la cepa silvestre (Tabla 17). Sin embargo, pareohabinacionT. parareeseil6 o S-
cmuO-tomate, si estdn de acuerdo con el modelodgseribe que en la interacciéon
Trichodermaplanta, compuestos producidos por el hongo maifidos niveles
hormonales de la planta ayudandole a equilibrar regpuestas de crecimiento y
defensa, evitando coste energéticos innecesariesn@$a y col., 2012, 2013). En el
caso de las interacciones con los transformant@scgados, al tener alternada una ruta
de sintesis de metabolitos, y que provocan endatgd la modificacion de las rutas
dependiente e independiente de ABA, es dificiltajuss respuestas de la planta a ese
modelo porque carecemos de suficientes datos.

Cuando analizamos los niveles de expresion del $&%1 marcador de
tolerancia a estrés salino (Shi y col., 2000; Oliasol., 2009), en ausencia de este
estrés, los menores niveles detectados en lasplaatadas con cualquiera de las cepas
de T. parareeseestaria de acuerdo con su mayor crecimiento respécontrol. Por
otro lado, aunque bajo estrés salino en todaddasas tratadas con el hongo los niveles
de expresion de este gen fueron menores que Id@sdglantas control, siempre los
niveles se incrementaban respecto a los detectadsags respectivas plantas control en
mayor medida que en las plantas control (tratadasagua). Estos resultados también
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indicarian que el hongo estd ayudando a balanceafaeplanta respuestas de
crecimiento y defensa ya que, como se discutirpuss estas plantas mostraron mayor
resistencia al patéger®. cinerea En cualquier caso, a tenor de las diferencias que
presentaron las plantas (pérdida de hojas) cuansal Ise aplicaba situando las macetas
en una lamina de solucién salina 300 mM, los n&/éle los marcadoréx0S]1 AREB?2

y DREB3deberian analizarse en plantas sometidas a nsgbesiores de estrés salino.

En los ensayom vivo encaminado a analizar los efectosTdgarareesey del
silenciamiento del gefipmculen el hongo sobre la induccion de respuestasfdasies
frente a patdégenos en tomate, obtuvimos resultdidessos segun el periodo que habia
transcurrido desde la aplicacion @echoderma(Tablas 19 y 20), y también, segun el
patdégeno diana utilizado, un necrotrofo coBainerea(Tabla 20) o un biotrofo como
Pst (Tabla 21).

Aunque nuestro grupo ha descrito que la aplicadénla cepa T6 df.
parareeseaumenta la resistencia de plantas de tomBtecanereaRubio y col., 2014),
las lesiones observadas a las 72 horas de apltarpatdgeno a hojas de plantas de
tomate que 48 horas antes habian sido tratadasuaiquiera de las cepas de
parareesei fueron similares a las de las plantas controlte B®gsultado parecia
contradecir las observaciones previas ya que niastgae, al menos a ese tiempo,
parareeseino habia inducido las defensas de la planta franeste patdégeno. Sin
embargo, cuando el patégeno se inoculé en plantashgbian sido tratadas 15 dias
antes con cualquiera de las cepasTdeparareesei el tamafio de las lesiones fue
significativamente menor que el observado en lastps control y, a su vez, no hubo
diferencias en la capacidad para inducir defensdsmate frente 8. cinereaentre las
diferentes cepas dé&. parareesei Estos Ultimos resultados estan de acuerdo con
aquellos previos que muestran como cepak. @rovirideo T. harzianumnducen ISR
en tomate, una defensa que es activa frente atrefom (Yedidia y col., 1999; De
Meyer y col., 1998; Shoresh y col., 2005; Korolexal., 2008). Las diferencias en
resistencia frente B. cinereague hemos observado en plantas tratadas 48 hdras o
dias antes corT. parareeseipodrian explicarse con los cambios propuestos que
provocarialrichodermaen la amplitud de las respuestas defensivas plaréa frente a
los patégeno (Lorito y col., 2010), que seguirianedelo en zig-zag descrito por Jones
y Dangl (2006). En este sentido, nosotros tamb&mds descrito que los niveles de
expresion de genes marcadores de las rutas de TA, EA en plantas de tomate
colonizadas coil. parareeseil6 son ondulantes, al menos, en un periodo deptete
0 a 6 dias (Rubio y col., 2014).

Por otro lado, cuando analizamos los niveles deresign de tres genes
relacionados con respuestas de defensa frenteesessbioticod, OX1 (ruta JA),EIN2
(ruta ET) yPR-1(de respuesta a SA), en plantas de tomate de @ssngue habia sido
tratadas corl. parareeseien su segunda semana de edad, se observa clazaghent
antagonismo SA/JA descrito para las respuestasisless en planta (Pieterse y col.,
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2009; Thaler y col., 2012). Nosotros habiamos ofagkr una induccién de resistencia
sistémica frente &. cinereapor T. parareeseipero los niveles de expresion de los
gened. OX1y EIN2, implicados en la activacion de la ISR, eran iofess en las plantas
tratadas corifrichodermaque los detectados en las plantas control. En sestedo,
algunos trabajos también han descrito la inducp@nTrichodermade respuestas de
defensa en planta tipo SAR (Martinez y col., 208dyvell, 2003 y Moran-Diez y col.,
2009), incluso durante largos periodos de tipo €lryccol., 2011), y en nuestros
ensayos, las plantas tratadas Gorparareeseimostraron mayores niveles B&-1, el

gen marcador de SA, que las plantas control, sulgue indicaria que esas plantas de
tomate tenian activada la defensa dependiente d&S@ resultado junto con aquel que
muestra mayor resistenciaBa cinereal5 dias después de haber tratado las plantas con
T. parareeseindican quelrichodermaha inducido un estado geiming en las plantas
de tomate, situacion asociada con una aplicacionceeas seleccionadas de
Trichodermaen planta (Shoresh y col., 2005; Tucci y col.,2Hermosa y col., 2012;
Malmierca y col., 2014a). Los estudios mas recgertan confirmado que plantas
tratadas conTrichoderma pueden desencadenar la respuesta SAR durantes largo
periodos de tiempo, como hemos observado nosotmodos niveles de expresion de
PR-1 observados en plantas tratadas c¢an parareesei pero que cuando son
posteriormente infectadas por un patdégeno, puatthrcir genes de la ruta del JA que
provocan la represion de genes del patdgeno y gesendadenan una respuesta ISR
prolongada en el tiempo (Tucci y col., 2011; Malm#ey col., 2012, 2014a), algo que
tiene que estar sucediendo en nuestro estudio @adapi plantas tratadas cdn
parareeseifueron mas resistentes a un patégeno que solo resblee a defensas
dependientes de JA/ET.

También se utilizdé un patégeno biotrofo como espsa analizar el papel de
parareeseien la induccion de defensas en tomate. Los enssgyosalizaron con dos
cepas diferentes, en dos experimentos independigrdea cada una de ellas, y
utilizando plantas de 2 semanas de edad, trata@ldsorhs antes com. parareesei
Pst3000 es una cepa silvestre y esta descrito quatuge coronatina, toxina que
mimetiza JA-lle y promueve la apertura de estonmataelanta para la entrada de la
bacteria, su crecimiento en el apoplasto, y laeqigulidad sistémica y los sintoma de
enfermedad en la planta (Brooks y col., 2004; Bepw)09). Y esta demostrado que
esta capacidad para activar la produccién de Ja pfanta es una forma de reducir los
niveles de SA en la misma y, por tanto, la defé®8R a la ella es sensible (Zheng y
col., 2012). Los recuentos de bacterias obtenidas @2 horas de inocular Pst3000 en
tomate fueron, de forma general, mas altos enléaggs inoculadas con cualquiera de
las cepas del. parareeseique aquellos obtenidos en las plantas controlosEst
resultados indicarian que en las plantas tratadaset hongo esta activada la ISR.
Como a su vez, aunque con alguna excepcion, laseméxs de bacterias fueron
superiores en plantas tratadas previamente cor85-tBiu0 o S-cmul que en plantas
tratadas con los transformantes silenciados S-crBu@nu3 o S-cmu4, la ruta del
shikimato del hongo parece afectar al sistema fdaligacion de defensas de la planta.
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En este caso, el silenciamiento @iecmulen T. parareeseiesta provocando en las
plantas de tomate bien una menor subida de JA o U@ menor bajada de SA,
respecto a los cambios que produciria las cepasssié y control de transformacion.
Nosotros hemos observado mayores niveles de e&prdsiPR-1en plantas tratadas
con los transformantes silenciados que en plarasadas con T6 0 S-cmu0, pero esos
resultados se obtuvieron en plantas de otra edaskrffanas) y el hongo se habia
aplicado en su segunda semana de edad, por tastiesultados de ambos ensayos no
podrian compararse para obtener conclusiones. Yesulas divergencias observadas
entre ambos experimentos con las plantas tratamasldransformante S-cmul podrian
ser debidas a las diferencias que él ha mostradia emayoria de los ensayos. En
cualquier caso, seria necesario medir los nivedet@hormonas como JA, SAy ET, y
analizar los niveles de expresion de genes con@Slque interviene en la biosintesis
de SA, para poder demostrar esta teoria. Ademas, embios provocados en la
defensa de las plantas no deberian ser asociabosmodiferencias en su capacidad
para colonizar raices de tomate ya que en un estedlizado sobre la interacciéon
ArabidopsisT. asperellurPst3000 se ha observado que los cambios trar@uigus
provocados por el hongo en la planta no correlatiaron su capacidad colonizadora y
que los cambios en su transcriptoma, relacionadws la defensa de la planta y
provocados por la aplicacién deichoderma solo se observan tras la infeccién del
patogeno (Brotman y col., 2012). En este sentidsotmos observamos ysriming,
similar al que describen en ese estudio, freflBe@nereapero, a tenor de los recuentos
bacterianos, no frente a Pst3000.

Por otro lado, cuando en los ensayosivo con plantas de tomate se utilizd
como patégeno la cepa Pst3118 {c@e observd tanta variabilidad en los recuen¢os d
bacterias entre los dos experimentos independigpiese realizaron que no permiten
sacar conclusiones claras de ellos. Y, en los nrtosale bacterias de plantas sometidas
a los diferentes tratamientos no hubo cambios gdee@an asociarse cdn parareesei
o con la ruta del shikimato en el hongo.

Por dltimo, y a la vista de los resultados obtemidm esta tesis doctoral
podriamos decir qUE. parareeseigueexhibe un amplio oportunismo ambiental, es una
especie con potencial como agente de biocontroitdra fitopatégenos. La buena
capacidad de la cepa T6 para colonizar la rizosfgyeovocar efectos beneficiosos en
tomate muestran su potencial como biofertilizareeoptambién con capacidad para
ayudar a la planta a balancear desarrollo y def@maotro lado, la obtencién y andlisis
de mutantes silenciados en el ggtmulpermite relacionar la corismato mutasalde
parareesei T6, con sus propiedades antagonistas, su capaq@dea colonizar la
rizosfera y sus efectos sobre el crecimiento ydefensas de las plantas cuando
interaccionan ambos organismos.
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El genTpcmul que codifica una corismato mutasa, se encuentrepo copia Unica
en el genoma del. parareesei T6, existiendo un gen ortdlogo en cepas
pertenecientes a otras especiesTdiehoderma Ademas, la proteina TPCMUL1
posee un dominio corismato mutasa monofuncionag s@ extiende desde el
aminoéacido 14 hasta el 262, y tiene una identicakh@acidica de un 80-100% con
la hipotética corismato mutasa deichodermaspp. y de un 76-79% con la
corismato mutasa deusariumspp.

Los niveles de transcrito obtenidos en los estud@&xpresion dé&pcmulen la
cepa silvestre T6, induccion por déficit de nitndge represion por glucosa, revelan
gue existe regulacion a nivel transcripcional. Ademla presencia de sitios de
fosforilacion, glucosilacion y miristilacién en éstructura secundaria de la proteina
TPCMUL, junto a los cambios observados en la atzt/icorismato mutasa como
consecuencia de la adiciéon de Tyr, Phe o Trp alionéd cultivo, muestran una
regulacion a nivel post-traduccional.

La presencia en los transformantes S-cmu (S-cmue@n& y S-cmu4) der.
parareeseil6 de varias copias del géfe, de resistencia a fleomicina y que forma
parte de la construccion de transformacion, juntsua menores niveles del
transcrito deTpcmulen un medio minimo y a su menor actividad corismatitasa
en diferentes medios de cultivo, demuestran ques ésttan silenciados en el gen
Tpcmuly que, a su vez, poseen diferentes grados deisifeiento.

Los resultados de los analisis cromatogréficos EHRS) muestran que el
silenciamiento del gempcmuldisminuye la produccion de tirosol cuando el hongo
se cultiva en un medio minimo suplementado corirles aminoacidos aromaticos
(Tyr, Phe y Trp), y relacionan @&pcmulcon la produccion de este metabolito
secundario.

Los menores didmetros de crecimiento observadéssdaransformantes silenciados
S-cmu deT. parareeseen cuatro medios de cultivo diferentes indican Gpemul
esté relacionado con el metabolismo primario dabbo

Los resultados obtenidos en los ensayos de antagonien cultivo dual y sobre
membranas con diferente tamafio de poro, realizzmo$as cepas T6, S-cmu0 y los
transformantes silenciados S-cmu frente a los ditbgenosB. cinerea F.
oxysporumR. solaniy P. ultimum junto a las actividades hidroliticas detecadas en
las cepas dd. parareeseirelacionan la proteina TPCMUL con la produccién d
hidrolasas y metabolitos secundarios que, a su &stAn implicados en las
habilidades antagonistas del hongo.

Las menores cantidades de hongo detectadas ea daitemate inoculadas con los
transformantes silenciados en el gggtmul comparadas con las cuantificadas en
raices inoculadas con las cepas silvestre y cotdrtdansformacion, relacionan este
gen con la capacidad de parareesepara colonizar la raiz de la planta.

Los resultados obtenidos en ensayogitro con plantulas de tomate y las diferentes
cepas de€l. parareeseio sus sobrenadantes muestran que este hongo davelre
desarrollo de raices laterales en las plantasy, &z, que compuestos generados en
la ruta del shikimato estan participando en losctefe positivos observados.

144



Conclusiones

Ademas, los resultados obtenidos en ensayos denatkero demuestran que
parareesepromueve el crecimiento de plantas de tomate esepoga 0 ausencia de
un estrés salino.

9. Los porcentajes de caida de hoja y grado de ctorasienidos en ensayos de
invernadero con plantas de tomate tratadas Tcoparareeseiy, posteriormente,
sometidas a un estrés salino, muestran que esto hoorementa en tomate la
tolerancia a salinidad. A su vez, los resultadagrtdos en esos ensayos con los
transformantes silenciados €pcmul junto a los niveles de expresion en la planta
de genes marcadores de rutas de sefializacién plgestas a estreses abidticos,
indican que la ruta de shikimato del hongo paréic@np la tolerancia a estrés salino
inducida polT. parareeseen plantas de tomate.

10.El menor tamafio de lesiones necréticas observaddasanoculaciones artificiales
de B. cinereaen hojas de plantas de tomate tratadas con lass cajvestre o
transformanted pcmulde T. parareeseiy los mayores recuentos de Pst3000 en
plantas tratadas previamente con cualquiera decésas deT. parareesei
demuestran que este hongo incrementa la resistéadegplantas de tomate frente a
un patdégeno necrotrofo pero disminuye su resistefiente a uno biotrofo. Cabe
pensar, por tanto, qué. parareeseiinduce en la plantas respuestas de defensa
dependientes de JA/ET. Ademas, las diferenciasnmae en los recuentos de
Pst3000 en plantas tratadas con la cepa silvesttecontrol de transformacion y
plantas tratadas con los transformantes silenciadad genlpcmulindican que la
ruta del shikimato del hongo afecta a la inducdi@respuestas de defensa en
tomate dependientes de SA 'y JA.
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Apéndice

1. SECUENCIA DEL GEN TpcmulY DE LA PROTEINA TPCMU1

ATGGATTCAGCCGT CGACAT GGCCGACAGCGAGCGCGCGCTGAAT CTCACCCACATCCGCTTCCAGCTCATgE gagt cccat cccaagcet ccaaagaget 100
M DSAVDMADSIERALNLTHI RF QL 23

ctttcgcgaccccgat ccacgct ctt cgcaagect t ct gacgegt t gat ccagTCGCCTCGAAGACACAAT CACGT TCCATCTGATTGAGCGAGTCCAAT 200
R L E DT I T FHIL I ER V Q 38

TCCCCTACAACAAGYt gggacacggct gt ccaggagaccagceat t cget t ccaacaaacgaccegt ct ggagegt t act gacgt agett ct ccctt cgee 300
FE P Y N K 43

ct t agACAATCTACACGCCCGGCGCAAT CTCCAT CCCCGACAGCAAGCT CAGCT TCTTCGACTGGTACT TTTTCCAGCAGGAAAAGCT GCAGTCCCTCAT 400
T 1 Y TP GAI S1 PDSKULSFFDWYFF QQEK KL QS L I 75

CCGCCGCT TCGAGT CGCCCGATGAATACCCCTACT TCCCCGAGGCCGT CCAGAAGCCCAT CCTCAAGCCGCT CAACTACCCCAAGATCCTGCACAACAAC 500
R/R F/IE S'P D E Y P Y F PEAVQKUWPI L KPL NYPKI L HNN 108

ACCGT CTGCGT CAACGACAAGATTAAAAAGT TTTACATTGAAAAAT TCT TGCCCAAGGT GTGCCCT GACT TTGGCCGCGAAGACCGCGECGAGECGCAGG 600
T vCVNDIKI KKFY I EKF/L P/IKV CPDTFGREUDRTGE AQ 141

AGAACT ACGGCT CGACGT CCACCT GCGACAT TGCCT GCCT GCAGGCCCT GTCGCGGAGAAT CCACT TTGGCAAGT TTGT CGCCGAGT CAAAGT TCCAGTC 700
E/INY G S TS TOCDI ACL QAL SRRI HFGKZFVAESKZF Q S 175

GGACCCGGAATACT ACACGAAGCT CAT CCAGGCCGAGGACCGCGAAGCCAT TGGCGAAT CCAT CACCAAT GCGGCT GTCGAGAAGCAGGTCCTCGATCGG 800
D/P EIY YT KL I QA EDRTEAI GE SI T NAAVEIKA QVL DR 208

CTGCGTCTCAAGGT CGAGACGT ACGGCAAGGACCCGT CGCT GCT GGAAGGCGT GGAGCAGCCCAT CAAGAT CAACGT GGACGCCGT CGTGTCCATGTACA 900
L RLKVETYGKDUZPSLLEGVE- QPI KI NVDAVVYVSMY 241

AGGACTTTGT CATCCCAT TGACCAAGGAGGT GGAGGT GGAGT ACT TGAT GCAGAGGCTCATACCCGAAGAGTAG 974
K'bDF VI PL TKEVEVEYLMQRLII P EE 266
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