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Introduccion

[ 1. BIOLOGIA DEL GENERO Trichoderma

1.1. Morfologia y taxonomia

Trichoderma agrupa hongos filamentosos anamoérficos o imperfectos (mitéticos) que de
forma artificial han venido clasificandose en la Division Deuteromicota (Gams y col., 1987) y
dentro de ésta, en la clase de los Hifomicetos. Se reproducen de forma asexual mediante un
ciclo en el que alternan micelios y esporas (conidios). Estas estructuras asexuales se forman a
partir de células desnudas, sin la envoltura adicional de un cuerpo fructifero (Webster, 1980).
En algunos aislamientos se ha descrito el estado perfecto, sexual o teleomorfo (meiético),
dentro del género Hypocrea y géneros relacionados como Podostroma, Sarawakus,
Aphysiostroma y Protocrea (Druzhinina y Kubicek, 2005; Samuels, 2006), demostrando que las
especies del género Trichoderma son un grupo de derivados clonales de Hypocrea que han
perdido la capacidad de completar un ciclo sexual (Kuhls y col., 1996). En este sentido, se ha
identificado a Hypocrea lixii como el estado teleomorfo de Trichoderma harzianum, H. atroviridis
como teleomorfo de T. atroviride, e H. virens como teleomorfo de T. virens (Chaverri y col.,
2001 y 2003; Dodd y col., 2003), tres de las especies del género mas usadas en el control
biolégico (Monte, 2001).

La mayoria de las especies de Trichoderma se desarrollan rapidamente sobre sustratos
muy diversos y emiten grandes cantidades de conidios verdes, excepcionalmente blancos,
formados a partir de células conididgenas enteroblasticas fialidicas (Figura 1) (Kirk y col.,
2001). Los conidiéforos son muy ramificados (asemejandose a arbustos con forma piramidal),
estan tabicados y sus células contienen mas de un nucleo. Los conidios son ovoides, con
pared normalmente lisa y con un solo nucleo. En determinadas condiciones de estrés, ya sea
nutricional o por desecacion, se forman sobre el micelio unas estructuras asexuales de
resistencia denominadas clamidosporas. Estas estructuras son globosas, con pared rugosa y
mas gruesa que la de los conidios, y tienen gran importancia en la supervivencia del hongo
(Lewis y Papavizas, 1984). El numero de cromosomas por nucleo y el tamafio del genoma
varian segun la especie, de 3 a 7 y de 30,5 a 38,8 Mb, respectivamente (Goldman y col., 1998;
Martinez y col., 2008).

El género Trichoderma se describio hace mas de 200 afios (Persoon, 1794). Desde
entonces y hasta la llegada de las técnicas moleculares, la taxonomia del género se baso en
criterios morfoldgicos, que son herramientas subjetivas, imprecisas e ineficaces cuando se trata

de diferenciar especies o clasificar nuevos aislamientos dentro de este género.

Entre las primeras clasificaciones, basadas en criterios morfolégicos, se encuentran las
de Rifai (1969) y Bisset (1991). Rifai establecioé nueve “agregados especificos”, en cada uno de

los cuales encuadro especies filogenéticamente distintas pero con una morfologia similar.
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Mas tarde, Bisset revis6 las especies de Trichoderma existentes, los “agregados
especificos” y algunas formas anamoérficas de Hypocrea, y propuso la division del género
Trichoderma en cinco nuevas secciones: TRICHODERMA, PACHYBASYUM,
LONGIBRACHIATUM, SATURNISPORUM E HYPOCREARUM (Bisset, 1991).

Figura 1. Morfologia de Trichoderma. Aspecto que presenta una colonia de T. brevicompactum en medio PDA (A),
conidiéforo al microscopio de contraste de fase (B), y conidios al microscopio electrénico de barrido (C). Tomado de
Degenkolb y col. (2008a).

Los primeros estudios orientados a caracterizar cepas de Trichoderma, no basados en
criterios morfolégicos, aplicaron caracteristicas fisiolégicas y/o bioquimicas (Zamir y Chet,
1985; Stasz y col., 1989; Grondona y col., 1997). Actualmente, el uso de técnicas moleculares
como RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism), perfiles RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA-PCR), secuencias de distintas zonas del genoma o marcadores SCAR
(Sequence-Characterized Amplified Region) se estan imponiendo, para la identificacion de
cepas, la sistematica del género y la monitorizacion de agentes de biocontrol (Muthumeenakshi
y col., 1994; Arisan-Atac y col., 1995; Hermosa y col., 2000 y 2001; Rubio y col., 2005).

Particularmente utiles resultan los datos de secuencias obtenidos de las regiones ITS
(internal transcribed spacer) y de genes como los que codifican el factor de elongacion de la
transcripcion 1-a (tefl) o la endoquitinasa 42 (ech42), o el ADNr 18S y el ADNr 28S, ya que
han permitido establecer taxones moleculares (Kullning-Gradinger y col., 2000; Kubicek y col.,
2003), describir nuevas especies como T. asperellum (Lieckfeldt y col., 1999) o T. pleurotum
(Komon-Zelazowska y col., 2007), relacionar especies como T. harzianum con su fase sexual
H. lixii (Chaverri y col., 2003), o distinguir y tipificar aquellas formas que son dafiinas para los

cultivos de champifion (Hermosa y col., 2000).

En la actualidad, se aceptan trece grupos o “clades” dentro del género Trichoderma
(Figura 2): CERAMICA, HARZIANUM, STROMATICUM, BREVICOMPACTUM, VIRIDE,
MINUTISPORUM, MEGALOCITRINA, LUTEA, SEMIORBIS, CHLOROSPORA, STRICTIPILE y
LONGIBRACHIATUM (Samuels, 2006; Degenkolb y col., 2008a); aunque en los ultimos 20
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afios, como consecuencia del uso de las técnicas de biologia molecular y de la continua
busqueda de aislamientos en nuevos ecosistemas, la sistematica de este género esta sometida

a continuos cambios.

H. ceramica G.J.S. 88-70
H. estonica G.J.S. 96-129 } CERAMICA CLADE

H. chromosperma G.J.S. 94-67
H. gelatinosa G.J.S. 88-17
H. nigrovirens G.J.S. 99-64
H. catoptron G.J.S. 02-76
H. ceracea G.J.S. 95-159
T. tomentosum DAOM 178713a
E H. cinnamomea G.J.S. 97-237
H. straminea G.J.S. 02-84
Trichoderma sp. DIS 219¢
H. lixii G.J.S. 90-22
T. aggressivum CBS 100525
T. virens DAOM 167652
T. virens G.J.S. 01-287 }VIRENS
— T. stromaticum G.J.S. 00-108
T. protrudens DIS 119f
T. arundinaceum ATCC 90237
T. arundinaceum CBS 119577
T. turrialbae CBS 112445
T. brevicompactum CBS 112446a BREVICOMPACTUM CLADE
— T. brevicompactum CBS112447
T. brevicompactum G.J.S. 04-381
H. redmanii CBS 109719
H. rodmanii CBS 120885
H. dingleyae G.J.S. 89-105
r: H. intricata G.J.S. 02-78
H. dorotheae G.J.S. 99-202
T. koningiopsis DAOM 222105
T. koningii G.J.S. 90-18
T. virideVE G.J.S. 90-97
H. stilbohypoxyli G.J.5. 96-32
H. rufa CBS 101526
T. scalesiae G.J.S. 03-74
T. atroviride CBS 14295 >VIRIDE CLADE
T. vindescens CBS 33372
T. viridescens CBS 43895
T. erinacium DIS 7
T. strigosum DAOM 1686121
T. asperellum G.J.5. 907
T. hamatum DAOM 167057
T. pubescens DAOM 166162
H. pezizoides G.J.S. 01-257
H. pilulifera CBS 81468

T. minutisporum DAOM 167069 } MINUTISPORUM CLADE
H. psychrophila Hy8 ~ MEGALOCITRINA CLADE

H. lutea G.J.5. 89-129
q F H. melanomagna G.J.S. 98-153 } LUTEA CLADE
H. victoriensis G.J.S. 99-130

H. semiorbis DAOM 1676386
{: oblongisporum DAOM 167085 }SEMIORBIS CLADE
| T. fertile DAOM 167161
H. candida P.C. 59

H. chlorospora G.J.S. 98-1
H. cremea G.J.S. 91-125

H. surrotunda G.J.S. 88-73
H. thelephoricola G.J.S. 95-135
H. costaricensis P.C. 21
H. thailandica G.J.S. 97-61
H. virescentiflava P.C. 278

H. cuneispora G.J.S. 91-93 T STRICTIPILE CLADE
T. spirale DAOM 183974
H. phyllostachydis G.J.S. 92-123
H. sulawesensis G.J.S. 85-228

— T. longibrachiatum DAOM 139758
T. longibrachiatum DAOM 166989 } LONGIBRACHIATUM CLADE (outgroup)

— 50 changes

HARZIANUM CLADE

STROMATICUM CLADE

CHLOROSPORA CLADE

Figura 2. Grupos moleculares descritos en el género Trichoderma. Este arbol se obtuvo tras un analisis
filogenético de las secuencias de los genes de la subunidad Il de la ARN polimerasa (rpb2), el factor de elongacion de
la transcripcion 1-o (tefl) y los espaciadores de transcripcion interna ITS1 e ITS2. Tomado de Degenkolb y col.
(2008a).

Particularmente, el término T. brevicompactum se usé por primera vez por Kraus y col.
(2004) para definir las cepas “Trichoderma sp. 1” (Kullnig-Gradinger y col., 2002) aisladas en
Ameérica y en el sureste asiatico, que tras ser caracterizadas en base a criterios morfolégicos,

fisiologicos (utilizacion de fuentes de carbono) y moleculares, quedaban localizadas dentro de
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la antigua seccién PACHYBASIUM, pero separadas de especies previamente descritas como

T. harzianum.

Recientemente (Degenkolb y col.,, 2008a; Degenkolb y col., 2008b), el grupo
BREVICOMPACTUM ha sido reconocido, en base a criterios morfoldgicos, fisiolégicos
(produccion de metabolitos secundarios) y moleculares, como una linea separada de la antigua
seccion TRICHODERMA (Bisset, 1991) que, a su vez, se divide en tres subgrupos principales:
uno que incluye las especies T. brevicompactum y T. turrialbense, el segundo con T.
arundinaceum y T. protrudens, y el tercero con H. rodmanii (Figura 2).

1.2. Ecologia

El género Trichoderma incluye hongos de rapido crecimiento que aunque son habituales
de suelos forestales, agricolas y pastizales, se han aislado en todos los continentes (Hermosa
y col., 2004; Sadfi-Zouaoui y col., 2009). Los sustratos que Trichoderma puede utilizar en su
crecimiento son muy variados, aunque muestra preferencia por los suelos acidos y ricos en
materia organica, siendo el hierro un elemento esencial para su correcto desarrollo (Klein y
Eveleigh, 1998).

Hay que destacar que las cepas del grupo BREVICOMPACTUM se caracterizan por
utilizar la mayoria de los carbohidratos (mono-, oligo- y polisacaridos como D-glucosa-1-fosfato,
maltosa o furanosa) y carbohidratos compuestos (polioles), asi como, aminoacidos (adenosina-
500-monofosfato) y acidos organicos, de forma mucho més eficiente que otras especies del
género Trichoderma. Sin embargo, T. brevicompactum no es capaz de asimilar compuestos
como sacarosa, acido D-gluconico, L-alaninamida, ester metilico del acido D-lactico, 2-
aminoetanol, uridina, D-melecitosa, glucuronamida, N-acetil-D-manosamina, N-acetil-D-

galactosamina, heptulosa, palatinosa, a-ciclodextrina y maltitol (Kraus y col., 2004).

En cuanto a los pardmetros ambientales necesarios para su crecimiento, Trichoderma
puede crecer dentro de un amplio rango de temperaturas, aunque la especie T.
brevicompactum se diferencia de otras especies de Trichoderma porque tiene un crecimiento
mucho mas lento, con temperaturas de crecimiento 6ptima y maxima, entre 26-28°C y 30-32°C,

respectivamente (Kraus y col., 2004).

Otro aspecto destacable es la resistencia relativa de varias especies de Trichoderma a
numerosos fungicidas quimicos utilizados en agricultura, como los organoclorados de tipo
endosulfano (Smith, 1995; Shaban y El-komy, 2001) y bencimidazoles (Mukherjee y col., 2003).
Este hecho, junto con su velocidad de crecimiento y su facil adaptacion a diversas condiciones

climaticas y edaficas, daria a Trichoderma ventaja sobre otros muchos hongos filamentosos, en



Introduccion

la colonizacion de suelos, cuando forman parte de formulados utilizados en el control de

hongos fitopatégenos.

2. APLICACIONES DEL GENERO Trichoderma

Las especies del género Trichoderma poseen caracteristicas que las convierten en
organismos con un gran interés industrial. Por ejemplo, la habilidad de T. reesei para producir
enzimas celuloliticas ha dirigido su explotacion comercial hacia areas tan diversas como las
fermentaciones alcohdlicas, los detergentes para el lavado de ropa, el blanqueo del papel
reciclado, la alimentacion animal o la produccion de combustible (Rosgaard y col., 2007;
Rahman y col., 2009).

Algunas especies de Trichoderma se usan en la biorremediacién, liberando a los suelos
de metales pesados como cadmio o niquel, o contaminates ambientales como el hidrocarburo

fenantreno (Hadibarata y col., 2007; Cao y col., 2008).

Ademas, ciertas especies de Trichoderma (T. harzianum, T. atroviride, T. asperellum, T.
hamatum, T. gamsii, T. viride o T. virens) son utilizadas en control biolégico en agricultura. En
algunos casos, en programas de manejo integrado, combinando agentes biolégicos y quimicos,
para reducir la dosis de estos ultimos hasta niveles subletales, gracias al efecto sinérgico de la
accion de ambos tipos de tratamiento (Monte, 2001; Harman y col., 2004; Jiménez-Diaz y col.,
2010).

Las especies de Trichoderma también pueden ser fuente de genes cuya aplicacion
biotecnolégica esté dirigida hacia la obtencion de plantas transgénicas con resistencia a
enfermedades (Lorito y col., 1998) y a estreses abidticos (Dana y col, 2006; Montero-Barrientos
y col., 2010).

Por otro lado, la capacidad de Trichoderma para secretar proteinas lo presenta como una
alternativa a los organismos empleados hoy dia como “fabricas celulares” para la produccion
de proteinas con fines farmacéuticos y se dispone de sistemas de transformacion eficaces
(Cardoza y col., 2006a).

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

Hace casi 80 afios que Weindling (1932) describié la capacidad antagonista de

Trichoderma lignorum (ahora T. viride) sobre el patégeno Rhizoctonia solani. Recientemente,
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algunas cepas de Trichoderma han sido registradas en Espafia y la Unidon Europea como
productos fitosanitarios para su aplicacion en agricultura por su probada eficacia en el control
bioldgico de hongos fitopatdgenos, su gran capacidad para sobrevivir en distintos ambientes y

su estabilidad genética y fenotipica (Jiménez-Diaz y col., 2010).

Los mecanismos de accion de Trichoderma spp. como agente de biocontrol y en
interaccion con la planta son varios: (i) una especial habilidad para parasitar hongos
fitopatégenos, debido a la produccién de enzimas hidroliticas de la pared celular: glucanasas,
quitinasas y proteasas (Sanz y col., 2004); (ii) la competencia por espacio y nutrientes,
especialmente en la rizosfera; (iii) la capacidad de promover el desarrollo de planta (Yedidia y
col., 2001) y raices (Contreras-Cornejo y col., 2009), asi como, aumentar la captaciéon de
nutrientes y la eficacia fertilizante en la planta (Altomare y col.,, 1999), y la resistencia a
estreses ambientales (Harman, 2000); (iv) la estimulacion de las defensas de la planta frente a

patogenos (Van Wees y col., 2008), y (v) la produccion de antibiéticos (Reino y col., 2008).

3.1. Micoparasitismo

Se define el micoparasitismo como la relaciéon que un organismo establece con un hongo
huésped de manera que se beneficia del mismo, normalmente obteniendo nutrientes, sin
aportarle nada a cambio y, en ocasiones, causando su muerte. Cuando ocurre esto ultimo se
habla de micoparasitismo necrotréfico, para diferenciarlo del biotréfico, en el que se mantiene

una relacion con células vivas durante largos periodos de tiempo.

Los eventos que conllevan al micoparasitismo son complejos y tienen lugar de una
manera secuencial (Figura 3). En primer lugar, Trichoderma localiza al patégeno y comienza a
crecer por tropismo hacia él (Lu y col., 2004; Woo y col., 2006). Esta deteccion a distancia se
debe, al menos parcialmente, a un gradiente quimico generado por una secrecion secuencial
de enzimas que degradan la pared celular de los hongos (CWDEs). Aunque las diferentes
cepas de Trichoderma pueden seguir distintos patrones de induccion de CWDEs, parece
seguro que una exoquitinasa extracelular, producida de forma constitutiva a bajos niveles,
podria estar implicada en este proceso. Esta exoquitinasa provoca la liberacién de algunos
oligdbmeros de la pared del hongo diana, induciendo la expresion de endoquitinasas del
micoparasito (Trichoderma) (Brunner y col., 2003; Harman, 2006) que, al ser liberadas,
difunden y hacen que Trichoderma comience el ataque al hongo diana antes de que se haya

producido el contacto fisico (Viterbo y col., 2002; Deng y col., 2007; Distefano y col., 2008).

Una vez que los hongos entran en contacto, Trichoderma puede enroscarse alrededor de
su presa y formar estructuras especializadas de tipo apresorio, con las que podra penetrar
posteriormente en el interior de las hifas del patdégeno. La unién parece estar mediada por la

interaccion entre carbohidratos (generalmente galactosa o fucosa) de la pared celular de
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Trichoderma vy lectinas del hongo diana (Inbar y Chet, 1996; Rocha-Ramirez y col., 2002;
Reithner y col., 2005; Zeilinger y col., 2005). Una vez en contacto, Trichoderma produce varias
CWDEs y antibioticos, que, como los peptaiboles (Schirmbdéck y col., 1994; Degenkolb y col.,

2003), abren poros en la pared celular del hongo parasitado.

Figura 3. Micoparasitismo ejercido por Trichoderma spp. sobre Rhizoctonia solani bajo el microscopio
electronico de barrido. Hifa de Trichoderma (T) enroscandose en una hifa de R. solani (R) (A). Apresorios que se
forman en la interaccion Trichoderma-Rhizoctonia (la barra equivale a 10 ym) (B). Hifa de R. solani (de la que se ha

retirado la hifa de Trichoderma) con los poros provocados por el micoparasito (C). Tomado de Harman y col. (2004).

Finalmente, Trichoderma entra al interior del micelio hospedador y digiere el contenido
intracelular del hongo, fase que va acompanada de algunos cambios morfolégicos como
vacuolizacién, pérdida de citoplasma y desintegracion de las hifas del hospedador (Benhamou
y Chet, 1996). En algunos casos, también se observa la esporulaciéon de Trichoderma tras la

completa digestion del hongo atacado (Elad y col., 1984).

Entre los mecanismos de accion de Trichoderma, el micoparasitismo es el mas conocido
y estudiado. En los ultimos 20 afos se han purificado distintas CWDEs y clonado sus genes:
proteasa PRB1 y PRA1 (Geremia y col., 1993; Suarez y col., 2004), quitinasas CHIT33,
CHIT36, CHIT37, CHIT42 y CHIT72 (Ulloa y col., 1992; de la Cruz y col., 1992, Lorito y col.,
1994a, Viterbo y col., 2002), a-glucanasas AGN13.1 (Ait-Lahsen y col., 2001) y AGN13.2 (Sanz
y col., 2005), B-1,3 glucanasas BGN13.1 (de la Cruz y col., 1995a), B-1,6 glucanasas BGN16.2
y BGN16.3 (de la Cruz y col.,, 1995b, Montero y col., 2005 y 2007). Se ha realizado el
aislamiento de los genes que codifican dichas enzimas (Garcia y col., 1994; Hayes y col., 1994;
Limén y col., 1995; Peterbauer y col., 1996), obtenido transformantes de Trichoderma (Migheli
y col., 1998; Limén y col., 1999; Sanz y col., 2005; Montero-Barrientos y col., 2007) asi como
la regulacion de los genes relativos al mismo (Lorito y col., 1996a; Mach y col., 1999). Ademas,
se han obtenido plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum) y patata (Solanum
tuberosum) que sobreexpresan la endochitinasa CHIT42 de T. harzianum, mostrando ser
altamente tolerantes a patdgenos foliares (Alternaria alternata, A. solani, y Botrytis cinerea) y

patdgenos de suelo (R. solani) (Lorito y col., 1998; Dana y col., 2006).
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3.2. Competencia por distintos recursos

La competencia es un aspecto importante del control biologico y ocurre cuando dos o
mas microorganismos requieren un mismo recurso (nutrientes, oxigeno, espacio fisico, luz,
etc.) en mayor medida de lo que esta disponible de forma inmediata. La ubicuidad de
Trichoderma en suelos naturales y agricolas de todo el mundo es una prueba de que es un
buen competidor por el espacio y por los recursos nutritivos (Benitez y col., 2004; Hermosa y
col., 2004). Trichoderma se encuentra en casi todos los suelos y también en habitat naturales
que contienen grandes cantidades de materia organica, donde se comporta como un excelente
descomponedor de material vegetal y fangico. Ademas, muchas especies del género
Trichoderma muestran una gran versatilidad metabdlica que les permite crecer utilizando un
amplio abanico de fuentes de nitrégeno y carbono (Grondona y col., 1997). Por otra parte, la
capacidad para colonizar la rizosfera de las plantas es un punto clave en el proceso ya que un
agente de control biolégico que no sea capaz de crecer en la rizosfera no podra competir por el
espacio y los nutrientes de ese ecosistema (Howel, 2003; Benitez y col., 2004). Por ejemplo, la
competicidon de T. harzianum por el espacio fisico es un mecanismo particularmente importante
para el biocontrol de fitopatégenos como B. cinerea, causante de la “podredumbre gris” en
racimos de uvas (Dubos y col., 1982). En la bibliografia se pueden encontrar otros casos en los
que se alude a la competencia por los nutrientes como responsable directo del efecto
antagonista de Trichoderma (Howell y Stipanovic, 1995; Handelsman y Stabb, 1996; Lo y col.,
1996). En la Figura 4 se muestra un cultivo dual de Trichoderma y el hongo fitopatégeno
Colletotrichum acutatum.

Figura 4. Cultivo dual de T. harzianum (izquierda)
y el hongo patégeno de fresa Colletotrichum
acutatum (derecha).

A pesar de todo, es dificil determinar si sélo a través de la competencia Trichoderma es
capaz de ejercer su accion antagonista o si, por el contrario, otros mecanismos como el
micoparasitismo o la antibiosis preparan el escenario para que la competencia se lleve a cabo

de una forma mas eficaz (Harman, 2006).

10



Introduccion

3.3. Promocién del crecimiento de las plantas

En los ultimos afios se ha comprobado la capacidad de ciertas cepas de Trichoderma (Ej.
T. harzianum y T. virens) para estimular el crecimiento y el desarrollo de las raices de las
plantas, lo que se traduce en un incremento de la productividad (Harman y col., 2004). Para
explicar este hecho se han sugerido varios mecanismos como son: la produccion de factores
de crecimiento y vitaminas, el control de patdégenos menores o la conversion de material no
utilizable (metales como zinc, manganeso, hierro, cobre) en formas que puedan ser asimiladas

por las plantas (Altomare y col., 1999).

Otras propiedades identificadas en Trichoderma a lo largo del proceso de interaccion
con la planta, son la resistencia a diferentes tipos de estrés abioticos y cambios en el estado
nutricional (Howel, 2003). Estudios recientes demuestran que algunas cepas de Trichoderma
pueden regular los niveles de auxina en la rizosfera (Contreras-Cornejo y col., 2009) y
estimular el crecimiento de las plantas (Chang y col., 1986; Yedidia y col., 2001), ademas de

proteger el sistema radical e inducir la defensa sistémica frente al ataque de patégenos.

Sin embargo, no todas las especies de Trichoderma pueden estimular el crecimiento y
las defensas de la planta. El grupo BREVICOMPACTUM engloba especies que producen
metabolitos secundarios, como harzianum A o trichodermina, y se situan filogenéticamente
alejadas de los linajes que agrupan a las especies de biocontrol. De hecho, se ha documentado
que sustancias como harzianum A y trichodermina son fuertes inhibidodes de la germinacion
de semillas y no promueven el crecimiento de las plantas por ser sustancias fitotdxicas (Cutler y
LeFiles, 1978; Nielsen y col., 2005; Degenkolb y col., 2008a).

3.4. Induccion de mecanismos de defensa de las plantas

La capacidad de distintas cepas de Trichoderma para proteger a la planta frente a
patdgenos de raiz se atribuyd, durante mucho tiempo, a un efecto directo contra el patdégeno
(Chet y col., 1998). Sin embargo, se ha demostrado que la asociacién directa de Trichoderma
con las raices de la planta, estimula los mecanismos de defensa de la misma (Bailey y col.,
1993; Yedidia y col., 1999; Korolev y col., 2008; Segarra y col., 2009), lo que conlleva a una
resistencia contra varios tipos de microorganismos fitopatégenos e incluso nematodos (Harman
y col., 2004). Esta resistencia inducida no es especifica de un determinado tipo de planta y
puede ser localizada o sistémica, capacitandola para ejercer una respuesta mayor y mas rapida
ante el ataque de patégenos (Conrath y col., 2002). Esta respuesta incluye la secrecion de
peroxidasas, la sintesis de fitoalexinas (Howell y col., 2000), la expresion de genes que
codifican proteinas relacionadas con la patogénesis o “PRs” (proteinas producidas por la planta

como respuesta a patégenos y heridas), la biosintesis de compuestos terpénicos (Howell y col.,
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2000 y 2006) o el aumento de los niveles de &cido salicilico y acido jasmonico (Shoresh y col.,
2005; Segarra y col., 2007).

3.5. Antibiosis

La antibiosis consiste en la inhibicion del crecimiento de un organismo por el producto
metabdlico de otro, sin que medie contacto fisico entre ellos. Muchas cepas de Trichoderma
liberan metabolitos secundarios, volatiles y no volatiles (Cardoza y col., 2005; Reino y col.,
2008), que producen este efecto, ademas de actuar como moléculas sefalizadoras en el
dialogo con la planta (Vinale y col; 2006). La actividad antibiética de Trichoderma fue detectada
por primera vez por Weindling (1932) y desde entonces se han descrito numerosos antibiéticos

producidos por las especies de este género.

La produccion de los metabolitos secundarios, compuestos que parecen no tener un
papel esencial en el metabolismo de los organismos que los producen, es dependiente de la
cepa y de las condiciones ambientales, que determinan qué compuestos se sintetizardn y en
qué cantidad (Cardoza y col., 2005). Por otra parte, el papel de estos compuestos en el
antagonismo es fundamental, y los mecanismos de antagonismo que Trichoderma utiliza no
son independientes, sino que interactuan unos con otros (Jeger y col., 2009). Un ejemplo de
este sinergismo se ha observado en el efecto antifungico frente a varios hongos fitopatdgenos
de los géneros Botrytis, Fusarium o Alternaria, que se incrementa tras una aplicacion conjunta
de antibiéticos y CWDEs de Trichoderma (Schirmbéck y col., 1994; Lorito y col., 1996b).

[ 4. METABOLITOS SECUNDARIOS DE TRICHODERMA

Durante afios los metabolitos secundarios fueron so6lo materia de interés para los
quimicos organicos que se ocupaban principalmente de su aislamiento, identificacidn y sintesis,
pero no de aspectos como el metabolismo del hongo o sus interacciones ecoldgicas (Cardoza y
col., 2005).

Los metabolitos secundarios producidos por Trichoderma se clasifican en diferentes
grupos segun su origen biosintético y su estructura quimica. Por lo general, una cepa tiene la
capacidad de producir varios metabolitos, algo que dificulta poder relacionar una determinada

ruta biosintética con su capacidad de biocontrol.
De manera general, en base a las estructuras identificadas hasta ahora de los diferentes

metabolitos que exhiben actividad antibidtica en Trichoderma, se pueden distinguir dos grupos

principales:
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I. Metabolitos de bajo peso molecular (< 3000 Da) y volatiles: incluyen compuestos
aromaticos sencillos, algunos poliquétidos como pironas y butendlidos, terpenos
volatiles y de tipo isociano, y sustancias relativamente no polares que tienen una
presion de vapor significativa. En el ambiente del suelo, estos compuestos organicos
volatiles (VOCs) podrian recorrer distancias a través del sistema edafico y la rizosfera,
y mejorar la condicion de un organismo al modificar la fisiologia de otros organismos
competidores, como sucede con la 6-pentil-a-pirona (6PP) (Keszler y col., 2000; Vinale
y col., 2008; Daoubi y col., 2009).

II. Metabolitos de alto peso molecular y polares: incluye peptaiboles que pueden exhibir
su actividad en interaccién directa por contacto entre especies de Trichoderma y sus

antagonistas (Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998; Szekeres y col., 2005).

Entre los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana mas representativos del
género Trichoderma estan los peptaiboles, los poliquétidos y los terpenos (Cardoza vy col.,,
2005; Reino y col., 2008). Recientemente, el desarrollo de la gendémica y la protedmica ha
permitido identificar algunos genes de sus rutas biosintéticas. Sin embargo, a pesar de la
importancia toxicolégica y biotecnolégica y de sus caracteristicas antibiéticas y citotdxicas, la

biologia de estos metabolitos esta poco estudiada en Trichoderma.

4.1. Peptaiboles

Son una gran familia de péptidos lineales (7-20 aminoacidos) naturales sintetizados por
muchos hongos, entre los que Trichoderma destaca como productor. Son sintetizados por
péptido sintetasas no ribosémicas (NRPSs), las enzimas encargadas de la ejecucion,
modificacién y condensacion de los aminoacidos que componen la molécula final (Wiest y col.,
2002; Varga y col., 2005; Stack y col., 2007).

Los peptaiboles se caracterizan por tener un alto contenido del aminoacido a,a-acido
dimetilisobutirico (Aib), un aminoalcohol C-terminal, como fenilalaninol o leucinol, y un grupo N-
terminal acilado, usualmente acetilado. En la naturaleza se encuentran como mezclas de

isoformas y se conocen mas de 300 secuencias aminoacidicas diferentes (Wiest y col., 2002).

Estos compuestos se dividen en tres subgrupos: (i) peptaiboles de cadenas largas que
contienen entre 18-20 residuos de aminoacidos como las alameticinas (Mohr y Kleinkauf,
1978), aisladas de una cepa entonces clasificada como T. viride, o las trichorzianinas de T.
harzianum (Wiest y col., 2002; Vizcaino y col., 2006a); (ii) peptaiboles de cadena corta (Jaworki
y col., 1999), con 11-16 residuos, como las trichovirinas, igualmente purificadas de una cepa
identificada por métodos clasicos como T. viride, la harzianina A y las trichorozinas de T.
harzianum, o la trikoningina B de T. koningii (Huang y col., 1995; Song y col., 2007); vy (iii)
lipopeptaiboles, con 7-11 residuos, con el N-terminal acilado por una cadena corta de acidos
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grasos, siendo acido octanoico en la trichogina A de T. longibrachiatum y la trichodecenina de
T. viride (Fujita y col., 1994). Las trichopolinas de T. polysporum, son el Unico grupo de
peptaiboles que se caracteriza por presentar el N-terminal esterificado con un grupo R-2-
metildecanoil, un residuo 2-amino-6-hidroxi-4-metil-8-acido oxodecanoico en la posicién 2 y un

grupo C-terminal inusual (Fujita y col., 1981; Reino y col., 2008).

En lineas generales, los peptaiboles presentan actividad antibiética contra bacterias
Gram positivas y hongos (Jen y col., 1987). Su actividad antibacteriana se debe a la capacidad
para modificar la membrana y formar canales dependientes de voltaje transmembrana
(Sansom, 1991; Chugh y Wallace, 2001). Por otro lado, los peptaiboles actian en la membrana
del hongo diana inhibiendo enzimas asociadas a ésta, las cuales se encuentan involucradas en
la sintesis de pared. Ademas, se ha demostrado que los peptaiboles actiuan sinérgicamente
con las CWDE en la inhibicion de hongos fitopatégenos (Schirmbdck y col., 1994; Lorito y col.,
1996Db).

4.2. Poliquétidos

Son un grupo de metabolitos secundarios que exhiben una gran diversidad, tanto en
estructura como en funcion (Figura 5). Los poliquétidos tienen importancia farmacoldgica por su
actividad antimicrobiana, antifungica, antiparasitaria o antitumoral. Se han descrito en
bacterias, hongos, plantas, insectos, dinoflagelados, moluscos e incluso esponjas (Cardoza y
col., 2005).

Los poliquétidos son sintetizados en una secuencia de reacciones catalizadas por las
poliquétido sintasas (PKSs), grandes complejos multienzimaticos que contienen un grupo
coordinado de sitios activos. La biosintesis ocurre de forma gradual desde el carbono 2, 3 6 4
y se van construyendo bloques de acetil-CoA, propionil-CoA, butiril-CoA y sus derivados

activados, malonil-, metilmalonil- y etilmalonil-CoA (Hutchinson y col., 2000).

En muchos compuestos aislados de Trichoderma que poseen este tipo de estructura, se
han observado propiedades antifungicas. Por ejemplo, compuestos heterociclicos del oxigeno
como la harzianopiridona, la harzianolida y la dehidroharzianolida, aislados de T. harzianum, y
compuestos volatiles octaquétidos (pironas) como la 6PP, inicialmente aislada de T. viride, se
observé que inhibian el crecimiento de R. solani (Dickinson, 1993; Kennedy y col., 1999).
También, la 6-pentil-1-enil-a-pirona, un dehidroderivado de 6PP, aislado de T. harzianum,
mostré inhibicidon del crecimiento de R. solani, Fusarium oxysporum y B. cinerea (Rubio y col.,
2009), y las koningininas aisladas de T. koningii, T. harzianum y T. aureoviride, inhibieron a

Gaeumannomyces graminis var. tritici (Cooney y Lauren, 1999).
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4.3. Terpenos

Son los metabolitos secundarios mas abundantes y mayoritamente distribuidos en la
naturaleza. Poseen una variedad de funciones antagdnicas en la interaccion beneficiosa entre
organismos. Sin embargo, como la mayoria de los productos naturales, los terpenos
generalmente se producen en pequeinas cantidades y en mezclas complejas (Gershenzon vy
Dudareva, 2007).
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Figura 5. Estructura de los precursores de la biosintesis de poliquétidos y las estructuras poliquetidicas mas
representativas de compuestos producidos por Trichoderma con actividad antifingica. Tomado de Cardoza y
col. (2005).

La mayoria de los terpenos no son volatiles, sirviendo como sefiales para la
comunicacién con la planta y la interaccion planta-planta (Heil y Silva Bueno, 2007; Dudareva y
Pichersky, 2008). Ademas, los terpenos poseen otras actividades biolégicas: antibacteriana,
antifungica, antivirica, antiparasitaria, antitumoral y antiinflamatoria (Savoia y col., 2004;
Trombetta y col., 2005; Chinworrungsee y col., 2008). También, se ha descrito que los terpenos
como el acido abscisico (ABA) de plantas confieren resistencia contra insectos herbivoros y
patdgenos, ademas de estar implicados en la germinacion de semillas, el crecimiento de las
mismas y la sensibilidad a otras hormonas vegetales como el etileno y el acido jasménico. ABA
también juega un papel importante en la adaptaciéon a los estreses ambientales, tales como

sequia, salinidad y frio (Asselbergh y col., 2008; Cutler y col., 2010).

A diferencia de los peptaiboles y los poliquétidos, que son sintetizados por grandes

proteinas moduladoras con subdominios enzimaticos, en la biosintesis de los terpenos estan

15



Introduccion

implicadas proteinas individuales que participan en los diferentes pasos de la ruta. Al dia de
hoy, para las especies Fusarium graminearum y F. sporotrichiodes, se ha descrito la ruta de
biosintesis de terpenos y varios genes reguladores de la misma (Brown y col., 2004; Kimura y
col., 2003 y 2007). En T. harzianum se han aislado los genes que codifican las enzimas de
algunas de estas etapas como el ergl, involucrado en el paso de escualeno a oxidoescualeno,
y el erg7, en el paso de oxidoescualeno a lanosterol (Cardoza y col., 2006b). Ademas de la
clonacién y caracterizacion del gen hmgR, que codifica la hidroximetilglutaril CoA reductasa

(HMGR), llave enziméatica en la biosintesis de terpenos (Cardoza y col., 2007).

4.3.1. Biosintesis de compuestos terpénicos

En general y a pesar de la gran diversidad en forma y funcion, los terpenos de plantas y
microorganismos tienen un origen biosintético comun. Derivan de la construccion de unidades
comunes de cinco carbonos sobre la base de un esqueleto isopentil difosfato (IPP), producido

por las rutas del acido mevalononico (MVA) y del metileritriol fosfato (MEP) (Daum y col., 2009).

La biosintesis de los terpenos puede dividirse en cuatro etapas generales: (i) sintesis del
precursor isopentil difosfato (IPP), (ii) adiciones repetitivas de IPP para formar una serie de
homologos prenil difosfato, los cuales sirven como un precursor inmediato de las distintas
clases de terpenos, (iii) elaboracion de estos prenil difosfatos por terpeno sintetasas
especificas para producir esqueletos terpenoides, y (iv) modificaciones enzimaticas
secundarias del esqueleto (en su mayoria reacciones redox) para dar lugar a los diferentes

productos naturales con diferentes propiedades funcionales (Dudareva y col., 2004).

i) Sintesis del precursor isopentil difosfato (IPP)

Existen dos rutas fundamentales para la sintesis del isopentil difosfato (IPP): MVA y
MEP. La ruta MVA, localizada en el citosol, y comun en la biosintesis de sesquiterpenos en
eucariotas (Figura 6) incluye dos pasos de condensacién de tres moléculas de acetil-coenzima
A (CoA) catalizados por una tiolasa y una hidroximetilglutarii CoA sintasa. El producto
resultante, 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), es subsecuentemente reducido por la
HMG-CoA reductasa, enzima codificada por el gen hmgR (Cardoza y col., 2007), en dos
reacciones acopladas que forman MVA. Dos fosforilaciones secuenciales, dependientes de
ATP y llevadas a cabo por kinasas del MVA y MVAP, forman el MVA 5-difosfato, y una
posterior fosforilacion/descarboxilacion por una MVAPP descarboxilasa lleva al isopentil
difosfato (IPP) (Daum y col., 2009). Una ruta alternativa para la biosintesis del IPP es la ruta 2-
C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP), también conocida como la via del 1-deoxi-D-xilulosa-5-
fosfato (DXP) y que es utilizada por plantas, bacterias y algas verdes. Esta ruta comienza a
partir de piruvato y gliceraldehido-3-fosfato (Rodriguez-Concepcion y Boronat, 2002), y esta

implicada en la biosintesis de hemiterpenos, monoterpenos y diterpenos (Daum y col., 2009).
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En el caso de los hongos, se acepta que los terpenos deriven de la ruta MVA pero se ha

descrito una interconexién entre ambas rutas (Laule y col., 2003; Schuhr y col., 2003).

ii) Adicion repetitiva de IPP para formar homoélogos prenil difosfato

IPP es utilizado en una secuencia de reacciones de elongacion para producir una serie
de homélogos prenil difosfato, los cuales sirven como precursores intermediarios de las

diferentes familias de terpenos.

La isomerizacion de IPP produce el isémero alélico dimetilalil difosfato (DMAPP), que es
el primer prenil difosfato (Figura 6). EI IPP y el DMAPP se combinan para formar el
monoterpeno (con 10 atomos de carbonos) geranil difosfato (GPP), precursor de otros
monoterpenos. Adiciones secuenciales de unidades de IPP, catalizada por pequefias cadenas
de preniltransferasas (Liang y col., 2002), generan el farnesil difosfato (FPP) (15 carbonos)
que es precursor comun de sesquiterpenos como el farnesol, del grupo hemo de los
citocromos, de compuestos isoprenoides, esterol, ubiquinona y dolicol (Grinler y col., 1994,
Ogura y col., 1997; Attucci y col., 1995; Shirtliff y col., 2009), y el geranilgeranil difosfato (20

carbonos) (GGPP) que, a su vez, es precursor de diterpenos (Dudareva y col., 2004).

iii) Conversién del prenil difosfato por terpeno sintetasas especificas en la producciéon

de esqueletos terpénicos

Esta etapa implica la conversién de los diferentes prenil difosfatos, DMAPP, GPP, FPP y
GGPP, a hemiterpenos (isopreno y 2-metil-3-buten-2-ol), monoterpenos, sesquiterpenos,
triterpenos y diterpenos, respectivamente (Dudareva y col.,, 2004). Estas reacciones son
catalizadas por una gran familia de enzimas conocida como las terpeno sintasas (Cane, 1996),
enzimas responsables de formar multiples productos a partir de un solo sustrato (Keeling y col.,
2008).

También es posible la dimerizacion de FPP, por la enzima escualeno sintasa, para formar
escualeno (un triterpeno), y su ciclacion por escualeno epoxidasa, produciendo lanosterol vy
ergosterol (Bao y col., 2004), saponinas, ceras cuticulares y otros compuestos de defensa de

las plantas (Rasbery y col., 2007).

Una familia particular de sesquiterpenos no volatiles la constituyen los trichotecenos
producidos por hongos, que poseen una alta actividad antibidtica e inducen apoptosis en
células animales, aunque el conocimiento sobre como interactian con las plantas es hasta
ahora limitado (Rocha y col., 2005). Debido a que los trichotecenos son activos en el sitio
peptidil transferasa de la subunidad ribosémica 60S en células eucariotas y, consecuentemente

bloquean la traduccién en los ribosomas eucariotas (McLaughlin y col., 1977), se cree que
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éstos son un factor de virulencia durante la infeccién de la planta por el hongo que produce el
trichoteceno (Proctor y col., 1995a; Bai y col., 2002). Por tanto, en general se piensa que los
trichotecenos suprimen las respuestas de defensa en la planta (Masuda y col., 2007). Sin
embargo, a determinadas concentraciones los trichotecetos como la toxina T2 producida por F.
graminearum, tienen actividad tipo elicitora, incluyendo la activacion de MAPKs (mitogen-
activated protein kinases), la induccién de genes de defensa, acumulacién de acido salicilico,

especies reactivas de oxigeno y formacioén de lesiones en la planta (Nishiuchi y col., 2006).

A B
Acetil-CoA + Acetoacetil-CoA Piruvato + D-gliceraldehido 3 fosfato
v DXS
FibMGE-Coh 1 deoxi-D-xilulosa-5- fosfato
hamgR l HMGR | |—— Lovastatina DXR
v
MVA 2 C-metil-D-eritritol-4- fosfato
I
N S
IPP(C;)
Isomerasa
v
. DMAPP (Cy) ------ - Hemiterpenos
j Sintasa
GPP(Cyy) ------ - Monoterpenos
p?__ _|Sintasa
FPP(C,s)
GGPP (Cy) - - - -~ Diterpenos

=il
Sesquiterpenos
Trichotecenos
(Trichodermina
Harzianum A !

Trichodermol) Trilerlpenos

Terbinafina (Ergosterol]

ergl g’
Escualeno — Oxidoescualeno ——- Lanosterol
SE 08¢ ]

Figura 6. Ruta biosintética de terpenos aciclicos. Ruta del acido mevalénico (MVA) (A), Ruta del 2-C-metil-D-eritritol
4-fosfato (MEP) (B). Las flechas punteadas muestran posibles rutas de sintesis de diferentes clases de terpenos en
Trichoderma. Abreviaturas: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA); 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR);
1-Deoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS); 1-Deoxi-D-xilulosa-5-fosfato reductasa (DXR); isopentil difosfato (IPP);
dimetilalil difosfato (DMAPP); geranil difosfato (GPP); farnesil difosfato (FPP); geranilgeranil difosfato (GGPP);
escualeno epoxidasa (SE); oxidoescualeno ciclasa (OSC). Imagen compuesta a partir de Cardoza y col. (2007) y Daum
y col. (2009).

iv) Modificaciones enzimaticas secundarias del esqueleto de carbono para dar los

diferentes productos naturales

Muchos terpenos volatiles son producidos directamente por accion de terpeno sintasas,

pero otros son formados por transformaciones catalizadas por proteinas relacionadas con éstas
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enzimas (Dudareva y col., 2004) como las oxidaciones llevadas a cabo por citocromos P450
(Kirby y Keasling, 2009) y deshidrogenasas, las acilaciones y metilaciones de los grupos
hidroxilo y carboxilo, las eliminaciones de grupos carboxilo, las adiciones de grupos hidroxilo, o

la formacion de ésteres y éteres (Cardoza y col., 2007; Daum y col., 2009).

4.3.2. Tipos de compuestos terpénicos

i) Hemiterpenos, monoterpenos y diterpenos

Los hemiterpenos son los terpenos mas pequefos, con una soéla unidad de isopreno
(cinco carbonos). El hemiterpeno mas conocido es el propio isopreno, un producto volatil que
se desprende de los tejidos fotosintéticamente activos. Ademas, los derivados que contienen

oxigeno tales como el prenol y el 4cido isovalérico son hemiterpenoides.

Los monoterpenos como el linalol, mentol, alcanfor o geraniol aislados de plantas
(Masumoto y col., 2010) son compuestos relativamente volatiles, generados a partir del GPP.
Se caracterizan por poseer un esqueleto carbonado compuesto por dos unidades isopreno
(CioH1s) (McGarvey y Crocteau, 1995). Este tipo de compuestos no han sido aislados
individualmente en Trichoderma (Zeppa y col.,, 1990). Los monoterpenos se utilizan en
productos de perfumeria y saborizantes de alimentos o medicamentos, y muy pocos como el

perilil alcohol (POH), conservan actividad antibacteriana o antitumoral (Chung y col., 2006).

Los diterpenos, procedentes biosintéticamente del GGPP, constituyen un grupo muy
amplio de componentes de las plantas, cuya caracteristica comun es la de poseer una
estructura basica compuesta por cuatro unidades isopreno (CyoHsz). Dentro de este grupo se
encuentra el taxol, también conocido como paclitaxel, compuesto obtenido a partir de las
cortezas de tejo americano (Taxus brevifolia Nutt.) que ha mostrado una elevada eficacia en el
tratamiento de algunos tipos de canceres. Este compuesto es un diterpeno ftriciclico con una
funciéon amida por lo que en ocasiones se considera como un pseudoalcaloide (Manfredi y col.,
1982; Boussen y col., 2010). El unico representante de los diterpenos del género Trichoderma

es la harzianodiona, aislada de T. harzianum (Ghisalberti y col., 1992).

ii) Triterpenos y esteroles

En hongos y animales, el primer triterpeno tetraciclico detectado en la ruta de escualeno
a esteroles fue el lanosterol, y en algas y plantas fue el cicloartenol. La formacién de lanosterol
se inicia con la accién de la escualeno epoxidasa que lleva a cabo una epoxidacion estereo
especifica del escualeno a 2,3 (S)-oxidoescualeno. La oxidoescualeno-lanosterol ciclasa
cataliza la conversion de oxidoescualeno a lanosterol, paso clave en la biosintesis de esteroles
(Cardoza y col., 2005).
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La produccién de esterol en Trichoderma fue detectado por primera vez por Kamal y col.
(1971) en la fermentacion de T. pseudokoningii, obteniéndose lanosterol, ergosterol y
pirocalciferol. El ergosterol también se aisl6 de T. hamantum (Hussain y col. 1975) y
posteriormente se han aislado las ergokoninas A y B de T. koningii (Reichenbach y col. 1990;
Augustiniak y col.,, 1991) y la ergokonina A de T. viride. (Kumeda y col. 1994) y T.
longibrachiatum (Vicente y col. 2001). Las ergokoninas A y B de Trichoderma son ejemplos de
antibidticos esteroideos con actividad frente a especies de Candida y Aspergillus (Pelaez y col.,
2000; Vicente y col., 2001). Ademas, la ergokonina A induce alteraciones en la morfologia de

las hifas de A. fumigatus e inhibe la 1,3-p-D-glucano sintasa (Onishi y col., 2000).

iii) Sesquiterpenos

La biosintesis de sesquiterpenos esta controlada por las enzimas sesquiterpeno sintasas,
responsables de la formacién de mas de 200 compuestos diferentes. Cada sintasa puede
convertir el precursor FPP en un sesquiterpeno diferente, a través de un mecanismo comun de
ionizacién del éster difosfato alélico, seguido por una secuencia precisa de adiciones de
reacciones electrofilicas intramoleculares. Una de las funciones de estas sintasas es la de
imponer una conformacion plegable particular en el precursor aciclico FPP o su equivalente

nerolidil difosfato (Cane y col., 1996).

Algunos sesquiterpenos como la toxina T2 de Fusarium causan una variedad de
micotoxicosis en animales y humanos, debido principalmente a que este tipo de toxinas inhibe
la sintesis de proteinas. Ademas, la toxina T2 es de interés agropecuario debido a que puede
acumularse a niveles significativos en los cultivos de cereales infectados con Fusarium (Brown
y col., 2004).

Los sesquiterpenos de Trichoderma han demostrado actividad antibacteriana, antifungica
y neuroléptica (Bennett y Klich, 2003; Berg y col., 2004). Un ejemplo de sesquiterpeno con
actividad antifungica es el 3,4-dihidroxicaroteno, aislado de T. virens y T. viride. También se ha
aislado de T. viride un sesquiterpeno llamado lignoreno, que muestra moderada actividad
antimicrobiana frente a bacterias como Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis y
Pseudomonas aeruginosa y frente a hongos como Sporobolomyces salmonicolor y Rhodotorula
rubra (Berg y col., 2004).

Un tipo particular de sesquiterpenos son los trichotecenos, los cuales constituyen una
familia de mas de 60 metabolitos sesquiterpeno epoxidos producidos por diferentes géneros de
hongos como Trichoderma, Fusarium, Myrothecium, Phomosis, Stachybotrys o Trichothecium
(Grove y col., 1988). El término trichoteceno deriva de la trichotecina, uno de los primeros
miembros identificados en esta familia. Todos los trichotecenos contienen un esqueleto comuan
o anillo triciclico llamado trichoteceno que usualmente contiene un epéxido entre los carbonos

12 y 13, y un numero variable de grupos hidroxilo o acetoxilo (Desjardins y col., 1993; Reino y
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col., 2008) (Figura 7). Los trichotecenos estan divididos en cuatro grupos segun su estructura
quimica y a su vez poseen diferentes radicales: i) Tipo A: es el grupo mas grande, contienen un
radical con enlace sencillo en el carbono 8 (C-8) (trichodermina, neosolaniol, toxina T2, toxina
HT-2), ii) Tipo B: es el grupo mas extendido, tienen un grupo cetdnico en C-8 (nivalenol,
deoxinivalenol, trichotecina), iii) Tipo C: tiene un segundo anillo epdxido entre C-7y C-8 0 C-9y
C-10 (crotocina), iv) Tipo D: contiene un anillo macrociclico entre el C-4 y C-15 con dos uniones
tipo ester (verrucarina A, roridina E y harzianum A, pudiendo este ultimo no contener el anillo

macrociclico entre el C-4 y C-15) (Grove, 2007; Kimura y col., 2007; Reino y col., 2008).

Tipo A
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Figura 7. Tipos de estructuras quimicas de los trichotecenos. En el esqueleto de los trichotecenos existen cinco
posiciones donde se pueden agregar grupos funcionales (C-3, C-4, C-15, C-7 y C-8). Tipo A: ej. toxina T2. Tipo B: e;j.

nivalenol . Tipo C: ej. crotocina. Tipo D: ej. harzianum A con enlace ester en C15. Modificado de Kimura y col. (2007).

En eucariotas, muchas de las propiedades téxicas de los trichotecenos se atribuyen a su
capacidad para inhibir la sintesis de proteinas. Inicialmente, se observé con la trichodermina,
un trichoteceno aislado en 1964 de una cepa de T. viride (recientemente reidentificada como T.
brevicompactum) que inhibia la actividad de una peptidil transferasa (Godtfredsen y Vangedal,
1965; Carrasco y col.,, 1973; Gilly y col., 1985). Ese mismo efecto inhibidor fue también
observado para la toxina T2 (Stafford y McLaughlin, 1973; Wei y col., 1974).

Aunque todos los trichotecenos, cuyo mecanismo de accién se ha decrito hasta ahora,
inhiben la peptidil transferasa por unién en el mismo sitio del ribosoma, la variacién observada
en los efectos de las distintas moléculas se debe a los diferentes radicales. Asi, el anillo
epoxido entre C-12 y C-13 es esencial para la inhibicién de la sintesis de proteinas y contribuye
a la toxicidad (Reino y col., 2008). Ademas, muchos de estos compuestos tienen un doble
puente entre C-9 y C-10 (Reino y col., 2008), como por ejemplo el acetil deoxinivalenol (Garo y
col., 2003), el nivalenol, la toxina HT-2 y la toxina T2, siendo estas variaciones importantes en

la actividad toxica de estos compuestos (Ghisalberti y Rowland, 1993).
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Se ha demostrado que ciertos trichotecenos como trichotecinol A, aislado de T. roseum
(Konishi y col., 2003), o harzianum A, producido por T. arundinaceum (Lee y col., 2005),
poseen actividad citotoxica contra diferentes lineas celulares de eucariotas por inducciéon de
apoptosis (Gallo y col., 2004; Rocha y col., 2005). También actian como inmunosupresores
(Rotter y col., 1996) y neurotoxinas (Martin y col., 1986), y se ha demostrado su participacion
en micotoxicosis de animales de granja (Grove, 1988), y su fitotoxicidad, ya que contribuyen a
la virulencia de algunos fitopatégenos como Fusarium durante la infeccién de la planta (Proctor
y col., 1995a).

Compuestos como la trichodermina, aislada de T. polysporum, T. sporulosum y T.
brevicompactum y el harzianum A, aislado de cepas de T. arundinaceum son ejemplos de

trichotecenos con actividad antifungica (Corley y col., 1994; Degenkolf y col., 2008a).

4.3.3. Regulacion de la biosintesis de trichotecenos

La biosintesis de los trichotecenos esta regulada a nivel transcripcional por factores
genéticos y ambientales (Hohn y col., 1993). Se ha propuesto un modelo genético, con varios
genes denominados “tri”, que se agrupan en regiones genomicas, para explicar la regulacién
de la ruta biosintética de los trichotecenos en especies de Fusarium como F. graminearumy F.
sporotrichioides (Browm y col., 2003) (Figura 8). En T. arundinaceum se ha aislado el gen tri5,
requerido en la biosintesis de los trichotecenos. Ademas, parece que este gen también se

encuentra en otras especies como T. harzianum, T. viride y T. atroviride (Gallo y col., 2004).
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Figura 8. Organizaciéon del grupo de genes tri en Fusarium sporotrichiodes y F. graminearum. El recuadro negro
enmarca el conjunto de genes tri implicados en la biosintesis de trichotecenos de F. sporotrichiodes y F. graminearum.
Cada flecha representa un gen, y su direccion indica el sentido de su transcripcion. Los numeros debajo de cada flecha
indica la designacion de cada gen tri, (ej. 5 indica tri5). Las letras A-L estén indicando ORFs identificados fuera del
grupo de genes tri. En rojo: genes con funcién conocida en la biosintesis de trichotecenos de Fusarium; en negro:

genes con funcién desconocida en la biosintesis de trichotecenos. Modificado de Brown y col. (2004).

Doce genes tri se encuentran localizados formando un cluster, una regién de 25 y 26 kb
en los genomas de F. graminearum y F. sporotrichioides, respectivamente (Tag y col., 2001;
Brown y col., 2002) (Figura 8). Dicha region esta altamente conservada en ambas especies

(Kimura y col.,, 2007) y esta acotada por tril4, un gen no necesario para la sintesis de
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trichotecenos pero implicado en la virulencia y la produccién de toxinas durante la patogénesis
en tejidos de plantas (Dyer y col.,, 2005; Kimura y col., 2007), y tri8, que codifica una
trichoteceno C-3 deacetilasa con identidad de secuencia con lipasas fungicas (Brown y col.,
2004).

Entre los genes localizados en el cluster, tri4, tri5, tri6 y tril0, codifican factores clave
para la ruta biosintética de los trichotecenos. El gen tri5 (antiguamente tox5 en Fusarium),
localizado en el centro del cluster, estd presente como copia Unica y aparece altamente
conservado entre las especies de Fusarum, codifica la trichodieno sintasa, un enzima clave de
la ruta de trichotecenos que cataliza la ciclacion e isomerizacion del FPP a trichodieno (TDN)
(Hohn y Beremand, 1989; Desjardins y col., 1993; Proctor y col., 1995a; Tag y col., 2001).

El gen tri5 se cloné por primera vez en F. sporotrichioides (Hohn y Beremand, 1989) vy,
posteriormente, se aisl6 de F. sambucinum (teleomorfo: Gibberella pulicaris) (Hohn y
Desjardins, 1992), F. graminearum (teleomorfo: Gibberella zeae) (Proctor y col., 1995a) y F.
poae (Fekete y col.,, 1997). También, se ha publicado la presencia de este gen en F.
lunulosporum, F. cerealis, F. culmorum y F. pseudograminearum (Ward y col.,, 2002),

Stachybotrys chartarum (Koster y col., 2009) y Myrothecium roridum (Trapp y col., 1998).

Por otro lado, tri4 codifica una citocromo P450 monooxigenasa multifuncional, implicada
en cuatro pasos secuenciales de oxigenacion y responsable de la conversién de TDN en
isotrichotriol (Desjardins y col., 1986; Tokai y col., 2007). También se han caracterizado como
reguladores positivos los genes tri6 y tril10. tri6 codifica un factor de transcripcion “dedo de zinc”
que regula todos los genes tri identificados (Honh y col., 1999; Gallo y col., 2004; Ochiai y col.,
2007) y tril0 regula, a su vez, el gen tri6 (Tag y col., 2001; Peplow y col., 2003a). Sin embargo,
una disrupcién de tril0 no causa una pérdida completa de la transcripcion de los genes tri6,
tri5, tri4, y tril01. Ademas, la disrupcion de tri6 implica la no produccion de la toxina T2, y
disminuye marcadamente o elimina la expresién de tri4 y tri5 (Tag y col., 2001; Kimura y col.,
2007).

Otros genes implicados en la ruta de los trichotecenos son (Figura 8): tri3, que codifica
una 3-acetiltrichoteceno 15-O acetiltransferasa; trill, una isotrichodermina C-15 hidroxilasa;
tril2, una proteina transportadora (bomba de eflujo) implicada en la secrecion de trichotecenos
de tipo B (TCTB) que contribuye como un mecanismo de proteccion y salida de productos fuera
de la célula (Kimura y col., 2007); tri7, una 3-acetiltrichoteceno 4-O acetiltransferasa; y tril3,
una 3-acetiltrichoteceno C4-hidroxilasa (Desjardins y col., 1986; Desjardins y col., 1993; Kimura
y col., 2003; Tokai y col., 2007). Al dia de hoy, los genes tri9 y tril4 no tienen asignada una

funcion.
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Por otro lado, se han descrito 12 ORFs localizados en posiciéon 12-13 kb aguas arriba y
14-16 kb aguas abajo del centro del cluster de genes tri que no son requeridos en la biosintesis
de los trichotecenos, pero que podrian estar implicados en la patogénesis en planta, ya que
codifican proteinas similares a enzimas que detoxifican fitoalexinas o que degradan paredes
celulares vegetales (Brown y col., 2003).

También se han identificado otros tres genes que se encuentran localizados en zonas del
genoma alejadas del cluster tri (Brown y col., 2004) (Figura 9). El gen tril01 que codifica una
isotrichodermol 3-O acetiltransferasa (Tag y col., 2001), implicado en la sintesis de 15-
diacetilcalonectrina a partir de isotrichodermol (Kimura y col., 1998 y 2007). tri101 se encuentra
flanqueado por dos genes house-keeping: tril que codifica una 3-acetiltrichoteceno C-8
oxigenasa (Brown y col., 2003; Meek y col., 2003) y tril6 que codifica una C-8 aciltransferasa
(Brown y col., 2003; Peplow y col., 2003b). Estos dos ultimos genes forman un tandem que se

encuentra flanqueado por genes no relacionados con la biosintesis de trichotecenos.
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Figura 9. Representacion esquematica de los genes tril y tril6, que se localizan fuera del “cluster tri”, en F.
sporotrichiodes y F. graminearum. La X en la caja indica que el gen ha sido inactivado por mutaciones. Las cajas
blancas representan genes que codifican para proteinas no relacionadas con la biosintesis de trichotecenos. Tomado
de Kimura y col. (2007).

Por otro lado, se identificd el gen tril5, que codifica un factor de transcripcion en “dedos
de zinc”, como un regulador negativo de la biosintesis de trichotecenos en F. sporotrichioides.
Este gen no esta regulado por tri6, y se ha observado que cuando tril5 esta fuertemente

expresado, su transcrito no es detectable (Alexander y col., 2004).

En la Tabla 1 se recogen los genes tri y las actividades codificadas por cada uno de ellos
(Brown y col., 2004; Kimura y col., 2007).

A pesar de la gran importancia toxicolégica y biotecnolégica que pueden tener los
trichotecenos, este aspecto de la biologia de Trichoderma no se ha investigado a fondo. Hasta
la fecha, y en comparaciéon con Fusarium, sélo un pequefio numero de trichotecenos como

trichothecinol A, trichodermina o harzianum A, han sido aislados en Trichoderma.
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Tabla 1. Genes implicados en la biosintesis de trichotecenos y sus funciones.

Gen Funcién

tril C-7/C-8 hidroxilasa

tri3 C-15 acetiltransferasa

tri4 C-2 hidroxilasa

tri5 trichodieno sintasa

tri6 regulador positivo

tri7 C-4 acetiltransferasa

tri8 C-3 esterasa

tri9 desconocido

tril0 regulador positivo

trill C-15 hidroxilasa

tril2 bomba de eflujo

tril3 C-4 hidroxilasa

tril4 desconocido

tril5 regulador negativo

tril6 C-8 acetiltranferasa

tril01 C-3 acetiltransferasa
[ 5. GENOMICA FUNCIONAL

5.1. Concepto

Desde el nacimiento de la biologia molecular, los investigadores han planteado e
intentado resolver los problemas biolégicos estudiando la funcién de genes y productos génicos
de forma individualizada. Esta aproximacién “reduccionista” ha demostrado ser enormemente

fructifera y se han llegado a descubrir numerosos principios bioldgicos.

Sin embargo, a pesar del considerable éxito que ha supuesto la biologia molecular,
muchas preguntas biolégicas fundamentales permanecen sin respuesta. Este hecho se debe a
que la mayoria de los productos génicos actian de forma conjunta y, por tanto, los procesos
biolégicos deben considerarse como redes complejas cuyos componentes estan

interconectados (Ge y col., 2003).

La secuenciacion del primer genoma, el bacteriéfago $X174, abrié la era de la genémica
(Sanger y col., 1978). En la actualidad, la gendmica estda en un momento de transicion o
evolucién, se esta pasando del “mapeo” y secuenciacion de genomas, al estudio de la funcion
de los genes. Por esta razén, el andlisis de genomas se divide en “Gendmica estructural” (la
generacion y analisis de informacién sobre los genes de un genoma) y “Genémica funcional” (la
generacion y analisis de informacion sobre lo que hacen los genes). El objetivo de la gendmica

funcional es conseguir la mayor informacion posible sobre los genes de la forma mas rapida.
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A partir del concepto de gendmica han surgido otros términos que son equivalentes
lingliisticos pero referidos a otros campos de estudio, dentro de los cuales se incluyen la

protedmica, la transcriptémica y la metabolémica.

Protedmica es el estudio del proteoma o conjunto de proteinas que se sintetizan
diferencialmente en una célula o un organismo bajo condiciones definidas y en un momento
determinado (Lorito y col., 2010). Transcriptomica es el estudio del ARN mensajero y de los
genes que son transcritos de forma activa. El desarrollo y la diferenciacién de una célula o un
organismo, asi como la adaptacion a condiciones variables, se determina en gran medida por
el perfil de expresion génica. Metaboldmica es el estudio de los metabolitos y de las redes

metabdlicas.

Todas estas aplicaciones se basan en el desarrollo de tecnologias de alto procesamiento
0 ensayos “high-throughput” y reciben el nombre genérico conjunto de “6micas” (Rey y col.,
2004, Lorito y col., 2010).

La rapida y masiva acumulacién de datos procedentes de las distintas aproximaciones
“‘Omicas” representa la base de un nuevo tipo de ciencia biolégica. En este campo, la
bicinformatica tiene cada vez un papel mas relevante ya que las bases de datos se han
convertido en un elemento esencial de estudio, especialmente en las etapas iniciales de

cualquier invetigacion bioldgica.

La mayor parte de los proyectos de gendémica funcional comienzan por la obtencion y
analisis de colecciones de Expressed Sequence Tags (ESTs). Estas colecciones se obtienen a
partir de clones de ADNc que se secuencian parcialmente, por lo que derivan de genes que se
expresan en unas condiciones determinadas y a unos tiempos concretos. Las ESTs se agrupan
en conjuntos de secuencias redundantes (contigs) y no redundantes (unisecuencias) en los que
cada grupo representa un gen putativo Unico en el genoma del organismo (Skinner y col.,
2001).

5.2. Gendémica funcional de hongos filamentosos

Los hongos filamentosos constituyen la base de muchas aplicaciones biotecnologicas:
desde el desarrollo y produccion de diferentes farmacos (por ejemplo, los antibidticos f-
lactdmicos) y enzimas industriales (entre otras, celulasas y lipasas), hasta su uso como
sistemas para la expresion homéloga y heteréloga de diferentes productos génicos. A pesar de
la gran importancia de los hongos filamentosos, los recursos que se destinan a su estudio son
muy limitados en comparacion con el esfuerzo total que se esta llevando a cabo en otros

campos de la genémica (Yoder y Turgeon, 2001).
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En los ultimos afios, se han realizado numerosos estudios de ESTs de hongos
filamentosos y oomicetos, incluyendo Neurospora cassa (Hynes, 2003), Pleurotus ostreatus
(Lee y col., 2002), Verticillium dahliae (Neumann y Dobinson, 2003), Metarhizium anisopliae
(Freimose y col., 2003), G. zeae (Trail y col., 2003) , Aspergillus oryzae (Kobayashi y col.,
2007), Ustilago maydis (Austin y col., 2004; Nugent y col., 2004), Magnaporthe grisea (Ebbole y
col., 2004), Mycosphaerella graminicola (Keon y col.,2005; Goodwin y col., 2007), Phytophthora
parasitica (Panabieres y col., 2005) y Uromyces fabae (Jakupovic y col., 2006). En cuanto a
Trichoderma, la mayoria de los estudios se han basado en la utilizacion de herramientas de
secuenciacion del genoma y ESTs, asi como de expresion utilizando macro y microarrays
(Lorito y col., 2010).

5.3. Genémica funcional de Trichoderma

En cuanto al género Trichoderma, hay varios trabajos publicados de gendmica. El
primero fue un analisis de ESTs y microarrays en el que se estudiaba la degradacién aerobia y
anaerobia de la glucosa en T. reesei QM9414 (Chambergo y col., 2002). La base de datos

completa de ESTs se encuentra en la pagina web: http://trichoderma.ig.usp.br/TrEST.hrml.

Otras investigaciones de secuenciacion de ESTs del género Trichoderma han permitido
la identificacion de enzimas, reguladas transcripcionalmente, implicadas en la degradacion de
biomasa (Foreman y col., 2003) o el estudio de rutas de secrecidon y procesamiento de
proteinas (Diener y col., 2004). Se han identificado distintos genes implicados en el control
biolégico (Liu y Yang, 2005) y genes que se expresan diferencialmente en respuesta a

determinadas condiciones de estrés (Arvas y col., 2006).

Ademas de estos trabajos basados en la generacion de ESTs, el Joint Genome Institute
(JGI, dependiente del Departamento de Energia de EE.UU.) ha realizado proyectos de
genomica estructural, proporcionando la secuencia completa del genoma de la cepa T. reesei
QM 9414 (34 Mbp y 9.130 modelos de genes) y ha finalizado la secuenciacion de los genomas
de T. virens Gv29-8 (38.8 Mbp y 11.643 modelos de genes) y T. atroviride IMI206040 (36.1
Mbp y 11.100 modelos de genes). La informacion de estos trabajos se encuentra en la pagina

web:  http://genome.jgi-psf.org/TriviGv29 8 2/TriviGv29 8 2.home.html (version 2.0) vy

http://genome.jgi-psf.org/Triat2/Triat2.home.html (version 2.0). Actualmente, nuestro grupo esta

colaborando en la anotacion comparativa de los genomas de T. virens y T. atroviride (M.R

Hermosa y E. Monte, comunicacion personal).

En la ultima década, el analisis de proteémica en hongos biotecnolégicamente importante
se ha desarrollado significativamente, con relativamente pocos casos estudiados en
comparacioén con las numerosas especies donde el genoma ha sido secuenciado. T. harzianum

fue el primer hongo filamentoso para el cual se realizé espectrometria de masa [matrix assisted
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laser desorption/ionization-time of flight (MALDITOF)] y cromatografia liquida de masas en
tandem (LC-MS-MS)] para mejorar el método de identificacion de proteinas después de realizar la

clasica electroforesis bidimensional (Lorito y col., 2010).

Ademas, se han analizado proteinas mitocondriales MAPKs de T. harzianum (Grinyer y col.,
2004), secretomas de T. harzianum y T. atroviride (Suarez y col., 2005; Seidl y col., 2006),
hidrofobinas de varias especies (Neuhof y col., 2007), el peptaibioma de T. virens, T. reesei y T.
atroviride (Stoppacher y col., 2008), y preparaciones comerciales de celulasa de T. reesei (Jeoh y
col., 2008; Nagendran y col., 2009).

Por otro lado, las investigaciones centradas en el proteoma de cepas de biocontrol de
Trichoderma, principalmente de T. harzianum y T. atroviride, ha permitido la identificacion
de muchos factores clave probablemente involucrados en la interaccion hongo-Trichoderma o
Trichoderma-planta. El analisis del proteoma de Trichoderma revela una serie de factores
aparentemente involucrado en muchas de las diversas respuestas de estos hongos en
la simbiosis, antagonismo, saprofitismo, etc. Algunas de estas proteinas como las ciclofilinas,
hidrofobinas, los transportadores ABC y factores de estrés, asi como enzimas (chitinasas,
glucanasas, proteasas, xilanasas, celulasas, lipasas, poligalacturonasas, chitosanasas, etc.) o
MAMPs (microbe-associated molecular patterns) son seleccionadas para aplicaciones

biotecnoldgicas que incluyen la expresion transgénica (Lorito y col., 2010).

El proyecto TrichoEST, financiado por la Unién Europea, punto de partida del presente
trabajo, tenia como objetivo la identificacion de genes y productos génicos de Trichoderma spp.
con valor biotecnoldgico. En este estudio se construyeron 26 genotecas de ADNc, utilizando
poblaciones de ARNm obtenidas bajo condiciones que simulaban procesos de biocontrol,
estreses nutritivos e interaccion con planta, a partir de 10 cepas pertenecientes a 8 especies
diferentes de Trichoderma (Rey y col., 2004). La informacién relacionada con TrichoEST se

encuentra en la pagina web: http://www.trichoderma.org. De los casi 34.000 clones que se

secuenciaron en el proyecto, 8.710 ESTs procedian de 8 genotecas de ADNc de la cepa T.
harzianum T34, y 8.160 de 4 genotecas obtenidas a partir de las cepas T. longibrachiatum T52,
T. asperellum T53, T. virens T59 y Trichoderma spp. T78 (Vizcaino y col., 2006b y 2007).

[ 6. ESTRATEGIAS PARA EL ESTUDIO DE LA FUNCION GENICA

Una de las estrategias para analizar la funcion de los productos génicos consiste en la
sobreexpresion de los genes en sistemas homdlogos o heterdlogos. La sobreexpresion de
genes implicados en el micoparasitismo se ha utilizado como estrategia para incrementar la
capacidad antifiUngica de numerosas cepas de Trichoderma. Por citar s6lo algunos ejemplos, la
sobreexpresion en T. longibrachiatum (una especie no considerada agente de biocontrol) del

gen que codifica una B-1,4-endoglucanasa incrementd su capacidad antifingica frente a
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Pythium ultimum (Migheli y col, 1998), y transformantes de T. harzianum que sobreexpresan el
gen que codifica una proteina de choque térmico (hps23) de T. virens mostraron una mayor

resistencia a temperaturas extremas (Montero-Barrientos y col., 2007).

Otra estrategia para determinar la funcion biolégica de una proteina es examinar el
fenotipo de organismos que contienen mutaciones en el gen codificante para la misma. Una via
de estudio puede ser aislar mutantes nulos mediante el escrutinio de una coleccion
previamente obtenida por mutagénesis o, si es posible, mediante la interrupcién del locus de
interés utilizando cassettes apropiados, mostrandose esta ultima aproximacion como la mas util
y efectiva. Sin embargo, existen muchos organismos en los que esta técnica no representa una
herramienta eficaz, ya que depende directamente de la frecuencia de recombinaciéon homéloga
propia de cada sistema. Trichoderma representa uno de los casos en los que la frecuencia de
recombinacién homodloga es baja (alrededor del 2% en T. reesei) aunque varia segun la cepa
(Mach y Zeilinger, 1998). Por ello, sélo se han descrito algunos casos de interrupciones
génicas con éxito en este género: T. virens, T. atroviride, T. reesei (Mach y col., 1994; Wilhite y
col., 2001; Zeilinger, 2004) y, mas recientemente, en la cepa T34 de T. harzianum (Rosado y
col., 2007; Rubio y col., 2008).

En T. harzianum, la estrategia de silenciamiento ha permitido asignar funcién a genes
que participan en la ruta de terpenos y, a su vez, relacionarlos con el biocontrol (Cardoza y col.,
2006b y 2007). También se han silenciado genes de respuesta a estrés como Thhog1, que
esta implicado en la respuesta hiperosmética y en la interaccién con hongos fitopatdgenos
(Delgado-Jarana y col., 2006).

En el campo de la gendmica, el uso de macroarrays y microarrays representa una
herramienta util a la hora de estudiar, de manera simultanea, la expresion de miles de genes.
El acceso a colecciones de datos de perfiles de expresion de mutantes, tejidos celulares o
tratamientos, ofrece una herramienta para la identificaciéon de la funcién de los genes (Ju y col.,
2009). Los macroarrays han sido utilizados para identificar clones y promotores de Trichoderma
en respuesta a estimulos ambientales especificos y poder estudiar la interaccién entre
Trichoderma y plantas de cacao o de tomate. Por ejemplo, durante la asociacion endofitica de
T. ovalisporum y T. harzianum con la planta de cacao se ha observado una represion de serina
proteasas. Ademas de expresion diferencial de genes que codifican transportadores ABC,
utilizados probablemnte por el hongo para neutralizar el efecto de toxinas de la planta y otras
proteinas involucradas en reacciones de oxido-reducién y en el metabolismo del azucar (Bailey
y col., 2006). Los macroarrays también han sido utilizados para analizar el perfil de expresion
de genes involucrados en el metabolismo de lipidos, trafico de vesiculas celulares, fusién de
membrana, sintesis de pared celular, transporte de azlcares y aminoacidos, metabolismo
redox y de procesos relacionados con energia. Estos genes se encuentran regulados durante

la interaccion con raices de plantas de tomate (Chacon y col., 2007; Lorito y col., 2010).
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Ademas, existen diferentes tipos de microarrays dependiendo del material de partida con
el que se trabaje, proteinas, tejidos (Tissue Microarray, TMA), ADN (Comparative Genomic
Hybridization, CGH) o ARN (microarrays de expresién). La tecnologia de los microarrays esta
basada en la sintesis o fijacion de sondas especificas que representan los genes, proteinas o
metabolitos, sobre un formato sélido que permitira la hibridaciéon con la molécula diana (Lee y
Saeed, 2007; Miller y Tang, 2009). Actualmente existen dos tipos de microarrays de expresion:
de ADNc y de oligonucledtidos (Schulze y Downward, 2001). Las ventajas que presentan los
microarrays de oligonucleotidos con respecto a los de ADNc, es que tienen una fabricacion
rapida y mas robotizada, presentan una elevada reproducibilidad y especificidad, ya que se
utilizan secuencias cortas y muchas sondas por gen. Por el contrario, requiere equipamento
mas especializado, por lo que su coste es elevado, y presenta poca flexibilidad en el disefio

experimental.

Recientemente, se utilizo un microarray de alta densidad (HDO), compuesto por sondas
disefiadas contra 14.081 ESTs basadas en transcritos de la base de datos TrichoEST y 9.121
transcritos derivados del genoma de T. reesei (Martinez y col., 2008), para analizar la
expresion génica de T. harzianum CECT 2413 en un medio minimo o en la presencia de
tomate, quitina o glucosa. Los resultados indicaron que T. harzianum es capaz de modificar
sustancialmente su perfil de expresién génica en funciéon de la fuente de carbono disponible
(Samolski y col., 2009).
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Objetivos

Este trabajo se enmarca dentro de un proyecto de gendmica funcional del género
Trichoderma dirigido a la identificacion de genes con valor biotecnoldgico en este hongo. T.
brevicompactum ha sido recientemente descrito y, por tanto, es una especie poco conocida.
Sin embargo, dentro de las actividades bioldgicas descritas para esta especie destaca la
antibiosis. En este sentido, se describe para especies de Fusarium spp. que uno de los pasos
criticos en la ruta de sintesis de compuestos terpénicos con actividad antibiética esta catalizado
por una trichodieno sintasa, codificada por el gen tri5. En la especie T. arundinaceum se ha
aislado el gen tri5, requerido en la biosintesis de los trichotecenos. Ademas se ha evidenciado
la presencia de este gen en otras especies como T. harzianum, T. viride y T. atroviride (Gallo y
col., 2008). Sin embargo es muy poco lo que se conoce de los genes de esta ruta en T.
brevicompactum. Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo es el aislamiento,
caracterizacién y analisis funcional del gen Tbtri5 en T. brevicompactum IBT 40841, una cepa
en la que previamente se ha demostrado la produccion de trichodermina. Para lograr este
objetivo, se explorara la actividad biolégica de dicha cepa, principalmente su capacidad
antimicrobiana y sus mecanismos de citotoxicidad. A continuacion se detallan los objetivos

especificos de esta tesis:

1. Aislar del gen Tbtri5 de T. brevicompactum IBT 40841, que codifica una trichodieno
sintasa.

2. Caracterizar y analizar la expresion del gen Tbtri5 en T. brevicompactum IBT 40841.

3. Analizar funcionalmente el gen Tbtri5, mediante su sobreexpresion en T.
brevicompactum IBT 40841, estudiando sus actividades antimicrobianas y citotoxicas.
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[ 1. ORGANISMOS UTILIZADOS

1.1. Bacterias

Agrobacterium tumefaciens AGL1: (Lazo y col., 1991), cepa utilizada para la transformacion
de la cepa silvestre T. brevicompactum IBT 40841. Presenta resistencia natural a rifampicina
(25-50 pg/mL) y a carbenicilina (100-200 pg/mL).

Escherichia coli DH5a: (Hanahan, 1983), cepa utilizada en experimentos de transformacion
por choque térmico debido a la alta eficacia que puede conseguirse con ella (hasta 5x10°
transformantes por cada ug de ADN). Entre sus caracteristicas destaca poseer una delecion en
el gen Z del operdn lac, lo que permite seleccionar por color las células transformadas que
contengan plasmidos que complementen dicha delecién, tales como pBluescript® KS+
(Stratagene; *la informacién referente a cada casa comercial se indica en el apartado 17 de

Materiales y Métodos).

Escherichia coli XL1-Blue MRA (P2): cepa liségena para el fago P2, utilizada para detectar
recombinantes Spi- derivados de vectores fagicos. Incluida en el kit lambda DASH Il/BamHI

vector (Stratagene).

Otras cepas bacterianas: Se utilizaron cepas bacterianas de la coleccion de “Merck Sharp &

Dohme” (MSD) para ensayos de actividad antimicrobiana (Tabla 2).

En algunos ensayos de actividad antimicrobiana se utilizaron aislamientos clinicos de
Acinetobacter baumannii multirresistente, Enterococcus faecalis vancomicino resistente,
Pseudomonas aeruginosa multirresistente y Staphylococcus aureus fenotipo meticilino
resistente (MRSA). Estas cepas se aislaron en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario de Salamanca y se incluyeron en ensayos de actividad por ser agentes causantes
de infecciones intrahospitalarias con un perfil de multirresistencia.

1.2. Cepas de levaduras

Se utilizaron para ensayos de actividad antimicrobiana las cepas de Candida albicans MY
1055 [aislamiento originario del Williamsburg Community Hospital, Williamsburg, Virginia,
EE.UU., como cepa MCV 7270, (Bartizal y col., 1992)], C. glabrata MY 992 y C. tropicalis MY
1012, pertenecientes a la coleccion de MSD. Estos microorganismos destacan por ser
patdgenos oportunistas que causan infecciones sistémicas, particularmente en pacientes
inmunosuprimidos. Se usaron como controles los antibiéticos higromicina a 300 pg/mL y

anfotericina B a 0,25 pg/mL (Bartizal y col., 1992).
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Ademas, Kluyveromyces marxianus CECT 1018 (CECT: Coleccién Espariola de Cultivos
Tipo) y Saccharomyces cerevisiae CECT 1383, fueron utilizadas para bioensayos de actividad
antimicrobiana. Ambas cepas poseen el fenotipo de ser sensibles a trichotecenos. También se

usaron como controles los antibiéticos higromicina a 300 ug/mL y anfotericina B a 0,25 pg/mL.

Tabla 2. Caracteristicas de las cepas bacterianas de la coleccion “Merck Sharp & Dohme” (MSD)

Microorganismo Caracteristicas Antibiéticos usados como control *
Sobreproduccién de cefalosporinasa

Acinetobacter baumannii ~ (AmpC) Ciprofloxacino (0,125-0,016 pg/mL)

MB 5973 Resistencia a aminoglicésidos, -

lactamicos, imipenem

Bacillus subtilis

MB 964 Cepa silvestre Higromicina 300 pg/mL

Presencia de genes IpxC (biosintesis de
lipido A del LPS) y tol1C (sintesis de

Escherichia coli proteinas de membrana externa) Novobiocina (25-3,13 pg/mL)

MB 5746 Resistencia por eflujo a antibidticos
hidrofilicos e hidrofébicos
Mutacién del gen envA1- (afecta la
Escherichia coli sintesis de LPS) Gentamicina 50 uafmL
MB 4926 Resistencia aumentada a rifampicina y p- entamicina >U ug/m
lactamicos
Enterococcus faecium Resistencia a vancomicina y - lactamicos —
MB 5571 Penicilina G 32 pg/mL
Pseudomonas Resistencia a cefalosporinas de tercera .
aeruginosa generacion, macrolidos, penicilina e gfcéafgggﬁ]g?opggl'o/om i)
MB 979/ MB 5919 Imipenem p ) ) Vo)
Fenotipo MRSA (resistente a meticilina, -
lactamicos, carbapenemes, Kanamicina 0,5 pg/mL

Staphylococcus aureus

MB 5349 / MB 167 aminoglucoésidos, macrélidos, clindamicina  Claritromicina 0,65 pg/mL /

y tetraciclina) / Fenotipo MSSA (sensible a  Penicilina G (0,312-0,039 pg/mL)
meticilina)

? Los antibidticos sefialados con una concentracion fija se usaron en el ensayo de actividad antimicrobiana en placa, y
los que aparecen expresados en un rango de concentracion fueron utilizados como curva control en los ensayos de

actividad en medio liquido.

1.3. Hongos filamentosos

1.3.1. Cepas de Trichoderma

T. brevicompactum IBT 40841: esta cepa pertenece a la coleccion del Department of
Biotechnology de la Technical University of Denmark. Originalmente fue aislada de suelo de
Alshter (Iran), se caracteriza por ser productora de trichodermina, y en esta cepa no se ha
documentado la produccidon de peptaibidticos ni de hidrofobinas (Nielsen y col., 2005;
Dengenkolb y col., 2008a).

Otras cepas de Trichoderma utilizadas en este trabajo se indican en la Tabla 3.
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Tabla 3. Otras cepas de Trichoderma utilizadas en este trabajo.

Referencia Especie Cepa® Fuente ® Origen geografico
T11 T. atroviride IMI 352941 suelo Francia
fusién de protoplastos de
T22 T. harzianum ATCC 20847 las cepas ATCC 20737 y EE.UU.
ATCC 60850
T25 T. asperellum IMI 296237 suelo Colombia
T34 T. harzianum CECT 2413 suelo EE.UU.
. . planta de tratamiento de .
T52 T. longibrachiatum NBT 52 agua Eslovaquia
T59 T. virens NBT 59 suelo de tabaco tratado Espafa

con quitosano

@ IMI: International Mycological Institute, CABI Bioscience, Egham, Reino Unido. ATCC: American Type Culture
Collection, Manassas, Virginia, EE.UU. CECT: Coleccion Espariola de Cultivos Tipo, Burjassot, Valencia, Espafia. NBT:

NewBiotechnic S.A., Sevilla, Espafia. ® La cepa T22 fue obtenida mediante fusion de protoplastos.

1.3.2. Hongos fitopatégenos

Las cepas de hongos fitopatdégenos usadas en este trabajo fueron: B. cinerea cepa 98
(aislado de planta de fresa en nuestro laboratorio), Fusarium oxysporum cepa CECT 2866, R.
solani CECT 2815 y Pythium irregulare (Staswick y col, 1998).

1.3.3. Otros hongos filamentosos

Aspergillus fumigatus MF 5668 (MSD): cepa aislada originalmente de una lesion
pulmonar humana, utilizada para los ensayos de actividad antimicrobiana, frente a la cual se
utilizé el antibidtico anfotericina B a 0,25 pg/mL como control. Esta cepa procede de la
American Type Culture Collection (ATCC), como cepa ATCC 13073. Destaca por ser un
patdgeno oportunista que causa infecciones sistémicas, particularmente, en pacientes

inmunosuprimidos.

1.4. Lineas celulares

Se utilizaron lineas celulares comerciales de la ATCC o Tebu-bio®, para realizar los
ensayos de actividad antitumoral y citotoxica. La designacion, numero de ATCC y procedencia

de estas lineas se indican en la Tabla 4.

1.5. Material vegetal

Para la realizacién de los estudios de germinacion y crecimiento se utilizaron semillas de

Lycopersicon esculentum var. manitu hibrido (Ramiro Arnedo S.A., Calahorra, La Rioja).
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Tabla 4. Lineas celulares utilizadas en este trabajo.

Designacion NGmero ATCC © Procedencia

A-549 ccL-185 ™ queratina de carcinoma de pulmén

Hep-G2 HB-8065 ™ carcinoma hepatocelular

Hep-3B ® HB-8064 ™ carcinoma hepatocelular

HT-29 HTB-38 ™ adenocarcinoma colorrectal

MCEF-7 HTB-22 ™ adenocarcinoma de epitelio de glandula mamaria
MES-SA® CRL-1976 ™ sarcoma uterino

MES-SA/Dx5 © CRL-1977 ™ sarcoma uterino

184-A1¢ CRL-8798 ™ epitelio sano de glandula mamaria

ccb-16Lu ¢ ccL-204 ™ fibroblasto de pulmén sano

criopreservado de hepatocitos maduros humanos sano
(Tebu-bio®)

ZBhu001010 -

Tomado de The Global Bioresource Center (ATCC) o Tebu-bio®.

? Contiene integrado el genoma del virus de hepatitis B. P Presenta resistencia a vinblastina, dacarbazina, cisplatina,
melfalan, vincristina, metotrexato y etoposide y sensibilidad a doxorrubicina, dactinomicina, mitomicina C, taxol y
bleomicina. ¢ Presenta resistencia a doxorrubicina, marcada resistencia cruzada a agentes quimioterapeuticos como
vinblastina, taxol, colchicina, vincristina, etoposide, dactinomicina, mitoxantrona y daunorrubicina, y moderada
resistencia cruzada a mitomicina C y melfalan. Sensibilidad a bleomicina, cisplatino, carmustina, 5-fluorouracilo o

d, . .
metotrexato. ~ Linea celular no maligna.

2. VECTORES UTILIZADOS

2.1. Vectores plasmidicos

- pBlueScript ® KS+ (Stratagene) (2961 pb): Plasmido derivado del vector pUC19, utilizado
para la clonacién de fragmentos de ADN. Contiene un origen de replicacion en E. coli del
plasmido pBR322 (colE1), un origen de replicaciéon monocatenario del fago f1, y un gen de
resistencia a ampicilina como marcador de seleccién en E. coli. Ademas contiene un fragmento
del gen lacZ (subunidad a) capaz de complementar la mutacion existente en algunas cepas de
E. coli en el gen de la B-galactosidasa, dando un color azul a las cepas crecidas en presencia
de isopropil-1-tio-p-D-galactopirandsido (IPTG), que es un fuerte inductor del gen lacZ, y 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-Gal), un sustrato que provoca la coloracién
azul al ser degradado por la B-galactosidasa. La presencia de un inserto de ADN en el
fragmento del gen lacZ del plasmido evita la coloracién azul de las colonias al no existir
complementacion, permitiendo la seleccion de los clones que contienen el inserto por el color
(Figura 10).

- pAN 52-1 (Punt y col., 1987) (5721 pb): Plasmido derivado del vector pUC18, que contiene

un cassette formado por el gen hph de E. coli, que confiere resistencia a higromicina en hongos

filamentosos, bajo el control del promotor del gen gpdA (codifica la gliceraldehido 3-fosfato
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deshidrogenasa) y del terminador del gen trpC, ambos de Aspergillus nidulans. Presenta un
sitio Ncol, el cual puede ser removido por tratamiento con polimerasa Klenow. Utilizado para
realizar la clonacion del gen Tbtri5 en el sitio de corte BamHI, y, realizando ademas un

tratamiento con Klenow (Figura 10).

- pUR5750 (de Groot y col., 1998; Cardoza y col., 2006a) (15727 pb): Plasmido derivado del
vector pBin19, que contiene un cassette constituido por un gen hph de E. coli que confiere
resistencia a higromicina en hongos filamentosos. Este gen se expresa bajo el control del
promotor del gen gpdA (codifica la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa) y del terminador
del gen trpC, ambos de A. nidulans. Dicho cassette se encuentra entre las regiones “Left
border” y “Right border” (LB y RB) de pBin19. Permite la seleccién por resistencia a kanamicina
(ka) al transformar en E. coli (Figura 10). Se empleé en la transformaciéon de T.

brevicompactum IBT 40841 mediada por A. tumefaciens.
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Figura 10. Esquema de los vectores plasmidicos utilizados en este trabajo. Se indican los principales puntos de

corte para enzimas de restriccion.

2.2. Vectores fagicos

- Lambda DASH ® Il (Stratagene) (Frischauf y col., 1983) (43kb): Este vector se utilizd para
construir una genoteca de ADN genomico de T. brevicompactum IBT 40841 (Figura 11). El
vector de sustitucion acepta fragmentos de ADN exdgeno de entre 9 y 23 kb. Esta formado por
tres regiones: brazo izquierdo (20 kb), brazo derecho (9 kb) y una regién central o “stuffer”

(12,5 kb), y presenta las siguientes caracteristicas:

41



Materiales y Métodos

Dos sitios de clonacién multiple con sitios de reconocimiento para las enzimas Sall,
EcoRI y BamHI, entre otras.

En los brazos se encuentran los extremos cohesivos o sitios cos, necesarios para el
empaquetamiento del ADN en las capsidas del fago.

En la region central se encuentran los genes red y gam (fenotipo Spi+), que hacen que
estos fagos sean incapaces de formar placas de lisis en cepas de E. coli liségenas de P2,
mientras que los derivados recombinantes de lambda DASH II, al carecer de estos dos

genes, si son capaces de crecer en dichas cepas.
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Figura 11. Mapa del vector Lambda DASH Il. Representacion de las tres partes que constituyen el vector Lambda

DASH I, asi como los sitios de corte para diferentes enzimas de restriccion.

3.

MEDIOS DE CULTIVO

Salvo que expresamente se indique otro método, los medios se esterilizaron en autoclave

a 120 °C y 1 atm durante 20 minutos.

3.1. Medios de cultivo para bacterias

- Medio BHI (Brain Heart Infusion). Utilizado para el crecimiento de E. faecium, E. faecalis, P.

aeruginosa y S. aureus.
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Extracto de cerebro 7,849
Extracto de corazon 9,79
Dextrosa 29
Fosfato de sodio 25¢g
Peptona proteosa 109
Cloruro de sodio 59
Agar 159

H,O destiladac.s.p 1L
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En caso de ser utilizado para el crecimiento de Enterococcus spp. el medio BHI se
suplementéd con vancomicina (10 mg/mL) y para el crecimiento de S. aureus el medio se

suplementd con cloranfenicol (34 mg/mL).

- Medio LB (Luria-Bertani) (Miller, 1972). Se emple6é como medio general para el crecimiento

de E. coli.
Composicion:
NaCl 1049
Bactotriptona 1049
Extracto de levadura 5¢g

H,O destiladac.s.p 1L

Se ajustd el pH a 7,5 con NaOH 1 M. Para medio sdlido se afiadieron 15 g de agar por
litro. EI medio se suplementé con ampicilina (100 ug/mL) para la seleccidon de bacterias
portadoras de plasmidos con resistencia a dicho antibiético. Para bacterias portadoras de
plasmidos con seleccion por color (B-galactosidasa), el medio se suplementé con IPTG (25 yM)
y X-gal (50 pg/mL).

- Medio MH (Mueller Hinton). Utilizado como medio de crecimiento para A. baumannii y para

la realizacion de la prueba de sensibilidad a los antibidticos por el procedimiento de Kirby

Bauer.
Composicion:
Infusidn de carne 49
Caseina hidrolizada 17,59
Almidon 159
Agar 159

H,O destiladac.s.p 1L

- Medio MM-Hooykaas (Hooykaas y col., 1979). Utilizado como medio minimo para el
crecimiento de A. tumefaciens.

Composicion:

Tampon fosfato potasico pH 7,0 10 mL
Soluciéon M-N 20 mL
CaCly2H,0 1% (p/v) 1mL
FeSO, 0,01% (p/v) 10 mL
Elementos traza 5mL
NH;NO;  20% (p/v) 2,5mL
Glucosa  50% (p/v) 4 mL

H,O destiladac.s.p 1L

Tampon fosfato potasico pH 7,0: para 1 L de soluciéon, K;HPO4 (200 g) y KH,PO4 (145 g).

Soluciéon M-N: para 1 L de solucion, MgSO,7H,0 (30 g) y NaCl (15 g).

Elementos traza: para 1 L de solucién, ZnSO,7H,0 (100 mg), CuSO45 H,0 (100 mg), H;BO3 (100 mg), MnSO,4 H,O
(100 mg) y Na;MoO42 H,0 (100 mg). Se ajusté el pH a 5,0.
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- Medio MI (Hooykaas y col., 1979). Utilizado como medio de induccion de A. tumefaciens.

Composicion:

Tampon fosfato potasico pH 7,0 10 mL
Solucién M-N 20 mL
CaCly2H,0 1% (p/v) 1 mL
NH;NO;  20% (p/v) 2,5mL
MES (40 mM) 784
Glicerol 50% (p/v) 10 mL

H,O destiladac.s.p 1L

Solucién M-N
Composicion:
MgSO,7H20 30g
NaCl 15¢

(*) Solucion de metales traza, preparada a una concentracion 1000x:
Composicion:
FeSO,7H,0 5g/L
MnSO4'H20 1,6 g/L
ZnSO,H,O 1,4 g/L
CoCl, 2g/L

Se ajusto el pH a 5,5; esterilizandose por filtracion si era medio liquido. En el momento
de usarlo se afadieron 4 mL de glucosa al 50% (p/v) (10 mM), 5 mL de elementos traza (*), 10
mL de FeSO, al 0,01% (p/v) y acetosiringona (AS) a una concentracion final de 200 pM. Si se
trataba de medio sdlido, la cantidad de glucosa que se anadio fue la mitad de la que llevaba el

medio de induccion liquido (5 mM), y se anadieron ademas 15 g de agar antes de esterilizarlo.

- Medio NBYE (Nutrient Broth - Yeast Extract). Utilizado para crecimiento de B. subtilis.

Composicion:

Extracto de carne 19
Extracto de levadura 29
Peptona 59
Cloruro de sodio 5¢

H,O destiladac.s.p 1L

- Medio SOC. Empleado para la recuperacion de A. tumefaciens después de su transformacion

mediante electroporacion y para la preparacion de células competentes de E. coli.

Composicion:

Bacto-triptona 204g
Extracto de levadura 59
NaCl 0,50 g
KCL 0,19¢

H,O destiladac.s.p 1L
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Se ajusté el pH a 7,5 y una vez autoclavado y frio se afiadieron 2 g de MgCl,6H,0 y

glucosa 20 mM filtrados por esterilidad.

- Medio TSA. Se utiliz6 como medio de seleccion en los experimentos de transformacién de

Trichoderma. Se afadieron al medio higromicina (100 ug/mL) y cefotaxima (300 pug/mL).

Composicion:
Caldo de tripticasa soja (TSB) 30g
Agar 15¢

H,O destiladac.s.p 1L

3.2. Medios de cultivo para hongos y levaduras

- Medio Bacto agar. Se emple6 como medio soélido para la determinacién de la actividad
antifungica y antilevadura. Este medio fue adquirido a Sigma Aldrich, que lo presenta en forma

de polvo, del que se resuspendieron 20 g en 1 L de agua destilada.

- Medio CYS-80. Se empled como medio de cultivo para el crecimiento de hongos.

Composicion:

Sacarosa 80g
Harina de maiz amarillo 50 g
Extracto de levadura 19

H,O destiladac.s.p 1L

- Medio LM. Utilizado como medio de cultivo para el crecimiento de S. cerevisiae.

Composicion:

Glucosa 10¢g
Peptona 5¢
Extracto de levadura 39
Extracto de malta 39
Agar 209

H,O destiladac.s.p 1L

Se utilizé agar 2% para el crecimiento de levaduras y agar 1% para la realizacion de

bioensayos con levaduras.

- Medio MEA. Se empleé como medio de cultivo solido para el crecimiento de la cepa de B.

cinerea.
Composicion:
Peptona micoldgica 10¢g
Extracto de malta 20g
Agar 159

H,O destiladac.s.p 1L
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- Medio Minimo-Penttila (MM). Medio liquido de crecimiento de Trichoderma (Penttild y col.,
1987) que se utilizo para estudios de expresion.

Composicion:

KH,PO, 159
Glucosa 2049
Solucién de metales traza (*) 1mL

H,O destiladac.s.p 1L

(*) Solucién de metales traza: preparada a una concentracion 1000x:

Composicion:

MnSO4,H,0 1,6 g/lL
ZnSO,H,O 1,4 g/L
CoCl, 2g/L

Una vez ajustado el pH a 5,5 con KOH y esterilizado en autoclave se afadieron 20 mL de
(NH4),SO4 250 mg/mL (esterilizado en autoclave), 4,1 mL de CaCl, 1M (esterilizado por
filtracidn) y 2,4 mL de MgSO,4 1M (esterilizado por autoclave).

Este medio se utilizé en todos los casos para realizar los ensayos de expresion (segunda

fase), la fuente de carbono y/o nitrégeno varié dependiendo de las condiciones requeridas.

- Medio PDA (Potato Dextrose Agar). Se empleé como medio soélido general para el

crecimiento de hongos.

Composicion:

Extracto de patata 20g
Glucosa 20g
Agar 204g

H,O destiladac.s.p 1L

Este medio se adquirié a Sigma Aldrich, que lo presenta en forma de polvo, del que se
resuspendieron 39 g en 1 L de agua destilada. Cuando fue necesario, en estudios de

expresion, el medio se suplementé con &cido ferulico o tirosol.

- Medio PDB (Potato Dextrose Broth). Se empleé como medio de cultivo liquido general para
el crecimiento de hongos.

Composicion:

Extracto de patata 20g

Glucosa 209
H,O destiladac.s.p 1L

Este medio se adquirié6 a Sigma Aldrich que lo presenta en forma de polvo, del que se
resuspendieron 24 g en 1 L de agua destilada. Se utilizd en todos los casos para la obtencién

de biomasa o de crecimiento (primera fase) para realizar los estudios de expresion.
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- Medio RPMI. Utilizado como medio de cultivo liquido para el crecimiento de C. albicans MY
1055.

Composicion:

HEPES 40 mL
Glucosa 369
Yeast Nitrogen Base 6,79
RPMI 1640 1 Frasco

HEPES: [N-(2-Hidroxietilo) piperazina-N'-(2-acido etanosulfonico)], fue adquirido a Sigma Aldrich. Se utiliza por su
capacidad de regulacion de pH en rangos de pH 7,2-7,4 a 37°C.

RPMI 1640: se adquirié a Sigma Aldrich y es un filirado estéril que contiene L-glutamina.

- Medio SDB (Sabouraud Dextrose Broth): Utilizado como medio de cultivo liquido general
para el crecimiento de C. glabrata MY 992 y C. tropicalis MY 1012.

Composicion:

Dextrosa 2049

Peptona 104g
H,O destiladac.s.p 1L

En caso de ser necesario se utiliza agar 1% (10 g/L)

- Medio TSA (Triptic Soy Agar). Este medio se utilizé en la seleccion de los transformantes de
Trichoderma. Se afadieron 30 g/L de Triptic Soy Broth (TSB, Merck) y 15 g/L de agar técnico
(Difco Becton Dickinson). Se suplementd, cuando fue necesario, con higromicina (100 pg/mL)

para la seleccion de los transformantes obtenidos por A. tumefaciens.

Composicion:
TSB * 30g
Agar 15¢

H,O destiladac.s.p1L

* TSB (Tryptic Soy Broth)

Composicion:

Caseina 179
Peptona micoldgica 39
Cloruro de sodio 59
K2HP04 2,5 g
Dextrosa 25¢g

H,O destiladac.s.p 1L

- Medio YPG-50. Utilizado como medio de cultivo para el crecimiento de K. marxianus.

Composicion:

Extracto de levadura 10¢
Peptona 10g
Glucosa 50 mM 9,01g
Agar 2049

H,O destiladac.s.p 1L
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Se utilizé agar 2% para el crecimiento de levaduras y agar 1% para la realizaciéon de

bioensayos con levaduras.

3.3. Medios de cultivo utilizados para lineas celulares

- Medio EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium). Utilizado como medio base para las
lineas celulares CCL-204, HB-8065, HB-8064, HTB-22 y ZBhu001010.

Composicion:

Sales inorganicas 9,14 g
Aminoacidos 1,38 ¢
Vitaminas 0,0081g
Glucosa 19
Rojo fenol 0,01g
Piruvato de sodio 0,011 g

El medio se suplementé con suero fetal bovino 10%, y cuando fue necesario se

suplementé con insulina-bovina 0,01%.

- Medio F-12K (Kaighn’s Modification of Ham’s F-12 Medium®). Utilizado como medio base

para la linea celular CCL-185.

Composicion:

Sales inorganicas 9,999
Aminoacidos 1,22 g
Vitaminas 0,041 ¢
Glucosa 1,26 g
Rojo fenol 0,00332 g
Piruvato de sodio 0,22 ¢
Acido lipoico 0,00021 g

El medio se suplementd con suero fetal bovino 10%.

- Medio HCM ™ BulletKit®. Utilizado como medio base para la linea celular ZBhu001010. EI
kit contiene HBM ™ (Medio basal de hepatocitos EMEM) sin factores de crecimiento y HCM™
SingleQuots® el cual contiene acido ascorbico, BSA-FAT (suero fetal bovino libre de &cidos
grasos), transferrina, insulina, hEGF (factor de crecimiento epidermal humano), hidrocortisona y
GA-1000 (geldanamicina).

- Medio McCoy’s 5A. Utilizado como medio base para las lineas celulares CRL-1976, L-1977 y
HTB-38.

Composicion:

Sales inorganicas 9,84 g
Aminoacidos 0,699
Vitaminas 0,059 ¢
Glucosa 39
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Glutation reducido 0,0005 g
Bacto peptona 0,649
Rojo fenol 0,01g

El medio se suplementd con suero fetal bovino 10%.

- Medio MEGM (Mammary Epithelial Growth Medium). Utilizado como medio base para la
linea celular CRL-8798.

Composicion:

BPE* 13 mg/mL
Hidrocortisona 0,05 mL
hEGF** 10 pg/mL
Insulina 5 mg/mL
Transferrina 0,005 mg/mL
Toxina colérica 1 ng/mL

* BPE: extracto de pituitaria bovino

** hEGF: factor de crecimiento epidérmico humano

3.4. Medios de cultivo para plantas

- Medio Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962). Utilizado para la germinacién de
semillas de tomate.

Composicion:

Medio MS basico 4949
Sacarosa 10¢
MES 500 mg
Agar 8¢

H,O destilada c.s.p 1L

Una vez ajustado el pH a 5,7 con KOH se esterilizé en autoclave. El medio MS basico fue

adquirido a Duchefa y lleva como componentes: microelementos, macroelementos y vitaminas.

4. CULTIVO DE LOS MICROORGANISMOS

4.1. Trichoderma
4.1.1 Recogida de esporas

Para la obtencién de esporas (conidios) de Trichoderma se cultivé este hongo en medio
PDA a 25-28°C durante 7-10 dias, tiempo suficiente para que la superficie de la placa estuviera

cubierta de esporas. Estas se recogieron afiadiendo 5 mL de agua destilada estéril por placa y

raspando la superficie del agar con una espatula. A continuacioén, se filtr6 la suspension de
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esporas a través de un eppendorf conteniendo lana de vidrio para eliminar restos de micelio.

Las esporas se almacenaron a 4°C hasta su uso (periodos de tiempo corto).
En el caso de B. cinerea cepa 98 el proceso fue similar al descrito para Trichoderma.
4.1.2. Cultivo para la extraccion de ADN

Se utilizaron matraces de 250 mL conteniendo 100 mL de medio PDB, inoculados con
esporas de Trichoderma a una concentracion final de 10° esporas/mL, que se incubaron a 28°C
durante 36-48 h, en agitacion (150 rpm). La biomasa obtenida se recogié mediante filtracion por
vacio a través de papel de filtro. El micelio se lavé con agua destilada estéril, se congeld a

-80°C y se liofilizd durante unas 12 h, conservandose a -20°C hasta su utilizacion.

4.1.3. Cultivo para el analisis de la expresién génica

Estos cultivos se realizaron en dos fases. En la primer fase (preinduccién o produccién
de biomasa) se inocularon matraces de 100 mL conteniendo 25 mL de PDB, con esporas de T.
brevicompactum a una concentracion final de 10° esporas/mL. Se incubaron a 28°C durante
36-40 h, en agitacién (150 rpm). Transcurrido este tiempo, los cultivos se filtraron en
condiciones de esterilidad mediante vacio a través de papel de filtro. Los micelios se lavaron
con agua destilada estéril y se utilizaron para inocular los medios de induccién (segunda fase).
Estos medios se prepararon a partir de medio MM (Penttild y col., 1987) con ciertas
modificaciones en las condiciones nutricionales: ausencia de fuente de carbono (glucosa 0%);
H,0, (0,2 6 0,5 mM); glucosa (1 6 2%); sacarosa (1 6 2%); glicerol (0,025, 0,1 6 1%); paraquat
(0,2 6 0,5 mM); acido ferulico (0,25, 1 6 5 mM) y tirosol (0,25, 1 6 5 mM); o de pH (4 6 8). Los
diferentes medios se cultivaron durante uno, tres o siete dias, a 28°C, en oscuridad y 200 rpm.
Ademas se realizaron cultivos en medio MM a 15°C de temperatura y manteniendo el resto de

condiciones de crecimiento.

» Para llevar a cabo extracciones de ARN (que se emplean en el andlisis de la expresion génica), el micelio
obtenido se recogié como se ha descrito para las preinducciones en el parrafo anterior. A continuacion se

congeld en nitrégeno liquido y se liofilizé durante 12 h, conservandose a -80°C hasta su utilizacion.

4.2. Lycopersicon esculentum var. manitt hibrido

4.2.1. Desinfeccion de semillas
Las semillas de L. esculentum se desinfectaron mediante agitacion durante 10 minutos

en una solucion de etanol al 70% y descartando el sobrenadante. Seguidamente se lavaron por

agitacion durante 10 minutos en una solucion de lejia al 50%, se retiré el sobrenadante y se
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lavaron tres veces con agua destilada estéril. Las semillas se dejaron secar y se guardaron en

una placa Petri estéril a temperatura ambiente hasta su uso.

[ 5. MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS

5.1. Bacterias
Las bacterias se mantuvieron durante periodos de tiempo cortos en placas Petri a 4°C
selladas con Parafim®. Para periodos mas largos, se prepararon suspensiones de las mismas

en glicerol al 15% (v/v) y se conservaron a -80°C.

5.2. Hongos filamentosos

El mantenimiento de las cepas fungicas en el laboratorio se llevé a cabo por resiembras
periddicas en placas Petri usando PDA como medio de cultivo. Las placas se inocularon
depositando en el centro cilindros de agar, procedentes de cultivos anteriores, o con gotas de
una suspension de esporas, y se incubaron a 25-28°C. Una vez que los cultivos habian crecido,
las placas se conservaron a 4°C selladas con Parafilm® durante periodos inferiores a un mes.
Para preservar la viabilidad de la coleccién durante periodos mas largos de tiempo, se
recogieron las esporas como se describe en el apartado 4.1.1, se prepararon suspensiones en

glicerol al 15% (v/v) o bien en DMSO al 7% (v/v), y se conservaron a -80°C.

» En el caso de R. solani y P. irregulare, se recogieron discos de agar que se mantuvieron en agua estéril y a

temperatura ambiente.
5.3. Plantas

Las semillas de L. esculentum se mantuvieron a temperatura ambiente en placas Petri

selladas.

[ 6. COSTRUCCION DE VECTORES

6.1. Construccion del vector pURSPT5

El vector pURSPTS se utilizé para sobreexpresar el gen Thtri5 en T. brevicompactum IBT
40841. Para su construccion, inicialmente se aisl6 el gen mediante PCR utilizando ADN total de
la propia cepa, los oligos Tri5Tb-5 y Tri5Tb-3b y la enzima Pfu polimerasa (Fermentas Life
Science). Una vez aislado, el gen Thtri5 (fragmento de 1226 pb) se clond en el sitio de corte

BamHI del vector pAN52-1 (tratado previamente con el fragmento klenow), que contiene el
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promotor del gen gpdA y el terminador del gen trpC de A. nidulans, dando lugar al plasmido
pSPT5 de 6947 pb. El cassette SPT5 (promotor gpdA, gen Tbtri5 y terminador del gen trpC), de
4258 pb, fue amplificado con la Pfu polimerasa y los oligos pAN52-gpdA y pAN52-trpC. El

fragmento, correspondiente al cassette SPT5, se digirid en sus extremos con la enzima Xbal y

se subcloné en el vector pUR5750 en el mismo sitio de corte (ver Figura 12), dando lugar al

plasmido pURSPT5 con un tamafo de 19.979 kb. Posteriormente, el plasmido pURSPTS5 se

introdujo en la cepa AGL1 de A. tumefaciens por electroporacion.

7.

TRANSFORMACION DE MICROORGANISMOS

7.1. Transformacion de bacterias

71.1.E. coli

7.1.1.1. Preparacion de células competentes

El protocolo utilizado para la preparacion de células competentes esta basado en el

método de Inoue y col. (1990).

Se realiz6 una siembra en estria en agar LB de E. coli DH5a y se incubd a 37°C durante
16 h.

De esta placa inicial se inocularon 5 colonias aisladas en un matraz de 2 L con 250 mL
de medio SOC y se incubd durante 20 h, aproximadamente, a 25°C y 200 rpm, hasta
alcanzar una D.O. de 0,6 unidades a 600 nm.

El cultivo se mantuvo en hielo durante 10 minutos y se centrifugé a 5000 x g durante 10
minutos a 4°C.

El precipitado se resuspendié en 40 mL de tampon TB frio y se mantuvo en hielo durante
10 minutos.

Se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones y las células se resuspendieron en
20 mL de tampén TB frio.

Se anadieron 1,4 mL de DMSO (concentracién final del 7%) y se mantuvo en hielo
durante 10 minutos.

Se prepararon alicuotas, se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se

almacenaron a -80°C.

Tampén TB: PIPES 10mM, CaCl, 15 mM, KCI 250 mM. Se ajusté el pH a 6,7 con KOH, se afiadié MnCl,, se filtré y se
conservo a 4°C.
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pURSPTS
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Figura 12. Esquema de la construccion del plasmido pURSPTS5. Km"™: gen de resistencia a kanamicina; hph: gen

de resistencia a higromicina; tetA: gen de resistencia a tetraciclina.

7.1.1.2. Transformacioén

La transformacion de células competentes de E. coli DH5a se realiz6 mediante “choque

térmico”, siguiendo el método descrito por Hanahan (1983) y modificado por Inoue y col.
(1990).

2L

Las células competentes se descongelaron lentamente en hielo.

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

Se pasaron las células a un bafio de 42°C durante 45 segundos.

Se incubaron de nuevo en hielo durante 2 minutos.

Se afadié sobre las células 1 mL de medio liquido LB y se incubé a 37°C durante 1 h.

Se tomaron alicuotas del cultivo anterior y se extendieron sobre placas Petri con medio
solido LB. Este medio se suplementd con ampicilina (100 ug/mL) si el plasmido era
resistente a dicho antibiético. Cuando el plasmido permitié seleccién por color, el medio
LB se suplementé también con IPTG (25 uM) y X-gal (50 pg/mL).

Se incubaron las placas en una estufa a 37°C hasta la aparicion de colonias (16-20 h).
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7.1.2. A. tumefaciens

7.1.2.1. Preparacion de células competentes

Se siguio el protocolo propuesto por Mozo y Hooykaas (1991):

La cepa AGL1 de A. tumefaciens se sembré en una placa de LB conteniendo
carbenicilina (100 pg/mL) y rifampicina (50 pg/mL), y se incub6 a 30°C durante dos dias.
A partir de la placa, se inocularon 100 mL de LB con 2-3 colonias de la cepa y
posteriormente el matraz se incubo toda la noche a 30°C y 250 rpm.

100 mL de medio LB, contenidos en un matraz de 500 mL, se inocularon con 3 mL del
cultivo anterior, y el cultivo se incubd a 30°C y 250 rpm hasta que alcanzar una D.O. de
0,5 a 600 nm de longitud de onda. Una vez obtenido el valor de D.O., el cultivo se
mantuvo en hielo durante 15 minutos.

Las células se recogieron por centrifugacion a 3000 x g durante 10 minutos a 4°C. El
precipitado se resuspendié en 45 mL de agua estéril y se volvié a centrifugar a 3000 x g
durante 10 minutos a 4°C. Se repitié este proceso una vez mas con el mismo volumen de
agua estéril.

Después del ultimo lavado con agua, se realizé un lavado de las células con 35 mL de
glicerol al 10%. Se volvié a centrifugar a 3000 x g durante 10 minutos a 4°C. Y el
precipitado se resuspendié en 1 mL de glicerol al 10%.

Por ultimo, se prepararon alicuotas de 40 uL y se congelaron con nitrégeno liquido. Las
células asi preparadas se almacenaron a -80°C, manteniéndose asi viables durante

varios meses.

7.1.2.2. Transformacioén

La transformacion de células competentes de A. tumefaciens AGL1 se realiz6 mediante

electroporacion siguiendo el método de Dower y col. (1988).
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Las células competentes se descongelaron lentamente en hielo. A 30 yL de células se
afnadieron 0,1-0,5 ug de plasmido y se mezclé suavemente.

La suspension se afiadié a cubetas de electroporacion (Bio-Rad) de 0,1 cm previamente
enfriadas.

La electroporacion se llevé a cabo en un electroporador (Bio-Rad) en las siguientes
condiciones: 2,4 kV, 200 kQ y 25 pF.

Inmediatamente después del pulso se afiadid 1 mL de medio SOC y se incubaron las
células a 30°C y 250 rpm durante 3 h.

Los transformantes se seleccionaron en placas de LB suplementado con kanamicina (50

pg/mL). Las placas se incubaron durante 36-48 h a 30°C.
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7.2. Transformacion de hongos filamentosos

La transformacién de T. brevicompactum IBT 40841 se realiz6 por medio de A.

tumefaciens siguiendo el método descrito por de Groot y col. (1998) y optimizado por Cardoza

y col.

7.21.

7.2.2.

(2006a).
Preparacién de A. tumefaciens

Se inoculé6 medio minimo sélido (MM-Hooykaas) (Hooykaas y col., 1979) suplementado
con kanamicina (50 ug/mL) y carbenicilina (100 pg/mL) con A. tumefaciens AGL1 (lleva el
vector de expresion), y se incubd durante 36-48 h a 30°C.

A partir de esta placa inicial, se preparé un cultivo de 100 mL de MM-Hooykaas liquido
suplementado con kanamicina (50 pug/mL), y se incub6 a 30°C y 250 rpm durante 24 h,
hasta obtener una D.O. de 0,5-1,0 unidades a 660 nm.

El cultivo se separ6 en dos alicuotas de 50 mL y se centrifugaron a 4500 rpm durante 5
minutos, resuspendiéndose en la cantidad necesaria de medio de induccion (Ml) liquido
(Hooykaas y col., 1979), con o sin acetosiringona (sin AS para los controles negativos),
hasta obtener una D.O. de 0,5 unidades a 660 nm. La AS es el compuesto que activa los
genes de virulencia de A. tumefaciens.

La induccion se incubd a 30°C y 250 rpm durante 6 h.

Transformacion

Se prepararon placas con medio de induccion (MI). Una vez secas, se colocaron filtros
negros estériles de nitrocelulosa de 0,8 ym de tamafo de poro y 47 mm de diametro
(Millipore) sobre la superficie de las mismas con ayuda de unas pinzas. Previamente, los
filtros se humedecieron en MI liquido (con o sin AS, segun corresponda), se colocaron
con la cuadricula hacia arriba y se eliminaron las burbujas.

Para obtener la suspension de esporas de Trichoderma, se raspd una placa de PDA bien
esporulada con agua estéril utilizando una pipeta de vidrio invertida. A lo obtenido se le
dio un pulso de vortex y se filtré a través de nytal. Se centrifugé el filtrado 10 minutos a
8000 rpm y 10°C, se desechd el sobrenadante y se hizo un lavado con agua estéril. Se
volvié a centrifugar y se resuspendid en 1-4 mL de agua estéril (dependiendo de la
cantidad de esporas obtenidas). Se guardd a 4°C hasta su uso.

Una vez transcurrido el tiempo de induccién en medio liquido, se mezclaron las esporas
con las células de A. tumefaciens. Se prepararon diluciones de esporas de T.
brevicompactum en Ml con o sin AS para tener 10°, 10’ y 108 esporas/mL. A cada una de
estas diluciones se le afiadio el mismo volumen de células de A. tumefaciens en Ml con o

sin AS, segun correspondiera.
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7.2.3.

Se extendieron 100 pL de la mezcla con un asa de vidrio sobre la superficie de la
membrana con cuidado de que no se saliera de los limites de ésta. Las placas se
incubaron a 18-19°C durante 48 h.

Pasado este tiempo, se pasaron los filtros al medio de seleccion con una pinza estéril. Se
empleé como medio de selecciéon TSA con higromicina y fleomicina (su concentracion
varia segun cada cepa de Trichoderma) y cefotaxima (300 ug/mL) (para eliminar las
células de A. tumefaciens). Finalmente se incubaron las placas a 28°C el tiempo

necesario para que crecieran los transformantes (4-7 dias).

Seleccion de los transformantes

Una vez que las colonias hubieron crecido en TSA con antibiético, se picaron con un
palillo estéril y se sembraron en TSA con antibidtico pero al doble de concentracion que
en el paso anterior (primer pase selectivo). Se incubaron a 28°C durante 6-9 dias.

De una en una, se pasaron a medio TSA sin antibiéticos (pase no selectivo). Se
incubaron a 28°C durante 6-7 dias.

Se repitio el paso 1 (segundo pase selectivo).

.

EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

8.1. Extraccion de ADN

8.1.1.

Extraccién de ADN genédmico de Trichoderma

8.1.1.1. Extraccion a gran escala

Este protocolo se empled para la obtencion de ADN que se utilizd tanto en hibridaciones

tipo Southern como en reacciones de PCR.
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La extraccion se realizé en tubos de 10 mL y se partié de unos 120 mg de micelio,
liofilizado y pulverizado previamente. Después, se afiadieron en este orden, 2,5 mL de
fenol neutro, 2,5 mL de tampdn de lisis y 2,5 mL de CIA [cloroformo isoamilico, 24:1
(v/v)]; los tubos se agitaron en un vértex para homogenizar bien las muestras.

Los tubos se incubaron durante 30 minutos a 50°C, agitandolos cada 5 minutos. A
continuacion se centrifugaron a 1900 x g durante 20 minutos, a temperatura ambiente, y
se recogi6 el sobrenadante (fase acuosa) en tubos limpios.

Se hicieron dos extracciones mas con fenol-CIA (1:2 volumen de cada uno) y un paso
final con un volumen de CIA. Los tubos se centrifugaron siempre a 1900 x g durante 5

minutos y a temperatura ambiente.
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4. EI ADN se precipité afiadiendo 1:10 del volumen de acetato de sodio 3 M pH 7,0y 2,5
volumenes de etanol absoluto frio. Las muestras se mantuvieron a -20°C durante al
menos 2 h.

5. Posteriormente se centrifugaron a 1900 x g durante 20 minutos a 4°C y se retir6 el
sobrenadante.

6. El precipitado se lavé con etanol al 70%, se centrifugd a temperatura ambiente, y se
retird de nuevo el sobrenadante.

7. Finalmente, se dejo secar el precipitado y se resuspendié en 500 pyL de tampdn TE. Se

anadio 1:10 del volumen de ARNasa (10 mg/mL).

Tampén de lisis: Tris-HCI 200 mM, pH 8,0; EDTA 100 mM; SDS al 1%. El SDS se afadi6 justo antes de comenzar la

extraccion.

8.2. Extraccion de ARN de Trichoderma

Con el fin de reducir el riesgo de degradacion de los acidos ribonucleicos por la accion de
ARNasas, todas las soluciones se prepararon con agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC,
Sigma Aldrich) al 0,1% (v/v), durante 12 h, y posteriormente se autoclavaron. Ademas se
empleé material de vidrio esterilizado por calor seco, lotes nuevos de puntas y tubos de plastico
estériles.

8.2.1. Método del TRI Reagent®

Para llevar a cabo la extraccion de ARN total se utiliz6 el método del TRI Reagent®

(Molecular Research Center), siguiendo las instrucciones del fabricante.

1. Se parte de aproximadamente 30 mg de micelio de Trichoderma previamente pulverizado
en un mortero en presencia de nitrogeno liquido. El micelio se transfirié a tubos
eppendorf, a los que se afiade 1 mL del reactivo TRI Reagent®.

2. Las muestras se homogenizaron por agitacion en un vortex y, posteriormente, se
incubaron 5 minutos a temperatura ambiente.

3. A cada eppendorf se le afiadieron 0,2 mL de cloroformo, se agitaron en un vortex y se
incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos.

4. Seguidamente, los tubos se centrifugaron a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C, con el
fin de eliminar los restos celulares. La fase acuosa se transfirié a un eppendorf limpio, se
le afiadieron 0,5 mL de isopropanol y se incubdé a temperatura ambiente durante 10
minutos para permitir la precipitacion del ARN.

5. A continuacion se centrifugd a 12000 x g durante 8 minutos a temperatura ambiente. El
precipitado se lavo con 1 mL de etanol-DEPC al 75% y se centrifugé a 8000 x g durante 5

minutos a temperatura ambiente.
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6. Se retir6 el etanol y al precipitado, que primero se dej6 secar al aire, se le afiadieron 70
ML de agua destilada tratada con DEPC.
El ARN se incubé a 65°C durante 10 minutos para favorecer su resuspension.

Finalmente, el ARN se guardd a -80°C hasta su uso.

[ 9. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

9.1. Cuantificacién y calidad de los acidos nucleicos

9.1.1. En ensayos generales

La cantidad de acidos nucleicos, en las preparaciones, se determind
espectrofotométricamente en un equipo GeneQuant™ pro ARN/DNA Calculador (Amersham
Biosciences). EI ADN se cuantific6 midiendo la densidad 6ptica a una longitud de onda de 260
nm, considerando que una unidad de densidad optica equivalia a una concentracion de ADN
de 50 yg/mL. EI ARN se cuantificé midiendo la densidad optica a la misma longitud de onda,
considerando que una unidad de densidad optica correspondia a una concentraciéon de ARN
de 40 pg/mL.

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

ADN de concentracion conocida.

9.2. Manipulacion enzimatica de acidos nucleicos

9.2.1. Tratamiento enzimatico de ADN

9.2.1.1. Digestion

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

reaccion.

1. Se mezclaron en un tubo: 1:10 del volumen total de digestidon de tampdn de digestion

(10x), la cantidad adecuada de ADN resuspendido en agua o en tampon TE, las
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unidades que se consideren necesarias de enzima y agua destilada estéril hasta
completar el volumen de digestion.

La mezcla se incubod a la temperatura adecuada (normalmente 37°C) durante 3-7 h.

En el caso de digestiones simultaneas con dos enzimas, el tampon utilizado fue aquel en
el que ambas enzimas presentaran la maxima actividad. Si las enzimas no eran

compatibles, la digestion se llevd a cabo en pasos separados.

9.2.1.2. Generacion de extremos romos

El relleno de extremos 5° prominentes originados por cortes con enzimas de restriccion

se realiz6 usando el fragmento Klenow de la ADN polimerasa (Fermentas Life Science).

1. Se resuspendié el ADN en 13 pL de agua y se afiadieron 2 pL de tampdn Klenow 10X.
Se afadié 1 yL de dNTPs 10 mM y 1 unidad de fragmento Klenow.
La mezcla se incubd a 37°C durante 10 minutos y la reaccién se paré calentando a 70°C

durante 10 minutos.
Tampodn Klenow 10x: Tris-HCI 500mM pH 8; MgCL, 50mM; DTT 10mM.

9.2.1.3. Ligacion

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo con la enzima ligasa del fago T4 (Roche
Applied Science). La mezcla de reaccion se preparo en un volumen final de 10 pL conteniendo
1 uL de tampodn ligasa 10x, proporcionado con la enzima, 10-40 ng de ADN vector, una
cantidad equimolar de ADN inserto y 1U de ligasa T4. La ligacién se incubé durante 12 h a 4°C
para los fragmentos con extremos cohesivos y a 16°C para los fragmentos con extremos

romos.

Tampon de ligacion Roche Applied Science 10X: Tris-HCI 660mM, pH 7,5; MgCl, 50 mM; DTT 50mM; ATP 10 mM.

9.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

9.3.1. Reaccion clasica

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

Las condiciones de amplificacién consistieron en un ciclo inicial de desnaturalizacién a

94°C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos que incluian: 1 minuto a 94°C (desnaturalizacion),

1 minuto a la temperatura establecida empiricamente para cada par de oligonucledtidos
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(hibridacion), y finalmente un tiempo aproximado de 1 minuto por cada kilobase a amplificar a
72°C (extension). Tras esos 35 ciclos la amplificacion se completd con una extension final a

72°C durante 7 minutos.

9.3.2. RT-PCR

Para la sintesis del ADNc se utilizé el kit “Reverse transcription System” (Promega),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

1. En un tubo de microcentrifuga se mezclaron, en el orden siguiente: 10 yL de la mezcla
maestra (2x), 3 uL de oligo dT y 1 uL de enzima.

2. Se afadieron 3 ug de ARN y se completd a un volumen final de reaccion de 20 uL con
ARNasa-free H,0.

3. La mezcla se incubd 5 minutos a 25°C (anillamiento), 15 minutos a 42°C (sintesis del

ADNCc) y 5 minutos a 95°C, para completar la reaccion.

B

El tubo de reaccidon se guardé a -20°C hasta su uso.
9.3.3. PCR a tiempo real (Real-time PCR)

El principio de esta técnica consiste en la deteccion de los productos de PCR mediante la
utilizacion de SYBR Green |, el cual emite fluorescencia al unirse a las moléculas de ADN de
doble cadena durante la amplificacion. Una posterior medida de la intensidad de la
fluorescencia emitida nos permite determinar la cantidad de producto de PCR amplificado en

una muestra.

La mezcla de reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 25 uL a la concentracién

final que se indica:

12,5 L Brilliant® SYBR® Green QPCR Master Mix (2x) (Stratagene)
0,3 pL oligo forward (concentracion final 150 nM)

0,3 pL oligo reverse (concentracion final 150 nM)

0,375 pL diluted reference dye (concentracion final 30 nM)

10,53 L H,O desionizada

1 uL ADNCc (4 ng) como molde de reaccion

Las amplificaciones se realizaron, en triplicado, en un ABI Prism® 7000 que se programé
con las siguientes condiciones: un ciclo inicial de 95°C durante 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 30 segundos a 95°C (desnaturalizacion), 1 minuto a 60°C (anillamiento) y 1,5 minutos
a 72°C (extension). Cuando los productos a amplificar eran de un tamafio mayor a 400 pb se

anadio 1 ciclo de 3 minutos a 72°C. Se realizé una medida continua de la fluorescencia emitida
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en un rango de 60-95°C aumentando la temperatura 0,2°C por segundo. Finalmente las

muestras se mantuvieron a 4°C.

Los oligonucléotidos utilizados en los ensayos de Real-time PCR fueron analizados
previamente mediante una curva de disociaciébn para determinar posibles productos

inespecificos como la formaciéon de dimeros.

Para calcular la expresién genética relativa, se utilizé el modelo 22T que parte del
supuesto de que la eficiencia con la que se amplifica el gen problema y el gen de referencia es

Optima e idéntica (correspondiente al 100%) (Livak y Schmittgen, 2001).

Se valido el uso de la formula 2724°T

(Livak y Schmittgen, 2001) mediante la realizacién
de una curva de eficiencia de amplificacion para cada uno de los olignucleoétidos utilizados, tal y

como se muestra a continuacion:

y=mx+b

E =100

y= variable dependiente
m = pendiente de la recta
x= variable independiente
b= corte en el ejey

E= eficiencia

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

2-AACT

De esta forma, expresa la diferencias entre los valores Ct de la muestra y del

control, tal y como se muestra a continuacion:

Ratio = 2-[ACT muestra - ACT control]

Ratio = 214¢T)

9.3.4. Oligonucleétidos empleados en este trabajo
Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron suministrados por las casas

comerciales Isogen Life Science, Thermo Fisher Scientific o Sigma Aldrich, y se recogen en la
Tabla 5.
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Tabla 5. Oligonucleoétidos usados en este trabajo (indicados de 5’ a 3’).

Nombre Secuencia Utilidad

tri5-F GGCATGTGTGTTTACTCTTGG Screening de minigenoteca

tri5-R ACCATCCAGTTCTCCATCTG Screening de minigenoteca

Tri5Tb-5 ATGGTTGAGCTCAACGACGTC Aislamiento del gen Thbtri5/Obtencién sonda
Tri5Tb-3b CTACTGGGCGACGGAGGAGAT Aislamiento del gen Thbtri5

pAN52-gpdA TTTTTCTAGACCTTGTATCTCTACACA  Sacar el cassette SPT5

pAN52-trpC AGTGGAGATGTGGAGTGGG Sacar el cassette SPT5

Ble CCTTTCAGTTCGAGCTTTCCC Comprobacién construccion pURSPT5S
erg1-f CGCTCCGTGCTTCTTCTC Expresion del gen ergl

ergl-r CTTCTTCTCTCCCGTCTCC Expresion del gen ergl

erg7-f CTCTCTTCCACAAGCACT Expresion del gen erg7

erg7-r ATACTCTGCCACCAGGAG Expresion del gen erg7

pUR-F CCGGCGACAGCGATGC Comprobacion T-ADN en la transformacion
pUR-R CTCTGACTTGAGCGTCG Comprobacién T-ADN en la transformacion
RB-F GAATCGGCCAACGCGCG Comprobacién T-ADN en la transformacién
RB-R CATGTAATGCATGACG Comprobacion T-ADN en la transformacion
tri5-3 CCCAGACCATTGATACGGC Obtencién sonda

tri3-f CATTCAGCCACCTAACCTAACCG Expresion del gen tri3

tri3-r CCATCCTTCAACCACCGTCGGC Expresion del gen tri3

trid-f CTTGATGGAGCCTTCTCAGC Expresion del gen tri4

trid-r CATCAAGATAGTCCTTATGTTC Expresion del gen tri4

tri6-f CGTGCTGACGTGGTTCGAGTGC Expresion del gen tri6

tri6-r CTATGGAATGGGTCGGCGAATC Expresion del gen tri6

tri10-f CGCTCTCATATGAGTACGTTGGC Expresion del gen tril0

tri10-r CCATGAATGGTGAAGATGGGC Expresion del gen tri10

tri11-f CGCGAGTACGCTTATTACCG Expresion del gen trill

tri11-r GCAGAGCGCACTTCTTCAGTC Expresion del gen trill

tri12-f GTTCCATATCTTCCGCCATATTC Expresion del gen tri12

tri12-r GCGATTGACAGAAGCCATTGC Expresion del gen tril2

tri14-f GCTGATGCTGAGCTTGCAAGTG Expresion del gen tril4

tri14-r GCCAAGAGGCTCTTGGACGAAG Expresion del gen tril4

Tri14 F GTAGATGCTCTTGTAGCATG Disposicion genes tril4-tril2

Tri12 R CACTTCATCCGGAGCACCC Disposicion genes tril4-tril2

Tri12 F CAGCCGCTGTTACTGTTTCAG Disposicion genes tril2-trill

Tri11 R CACCGAAATAGCGTTGGCC Disposicion genes tril2-trill

Tri11 F CAAATTACATGATCGATTCGC Disposicion genes tril1-tril0

Tri10 R CCTCCAATGCTGCTGATGTAG Disposicion genes tril1-tril0

Tri10 F GCGTTCGCTTGGGTAGGATC Disposicion genes tril0-tri3

Tri3 R CAAGTTTCTCAAATGTGTGGC Disposicion genes tril0-tri3

Tri3 F GTTCCGGAAGTTTGCTACCC Disposicion genes tri3-tri4

Tri4 R GTGAAGGTCATCAAGAAGC Disposicion genes tri3-tri4

Trid F CCTTCAGCGCGTTGATGTC Disposicion genes tri4-tri6

Trie R GATGATAGCGAGACTCCTG Disposicion genes tri4-tri6

Tri 14-F GCAACCACAGGTGTTACTG Comprobacién tamario del gen tril4

Tri 14-R CATGCTACAAGAGCATCTAC Comprobacién tamafio del gen tril4

Tri 12-F GGGTGCTCCGGATGAAG Comprobacién tamario del gen tril2
Tri12-R CTGAAACAGTAACAGCGGC Comprobacién tamario del gen tril2
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Tri 11-F ATGGCCAACGCTATTTCGGTG Comprobacién tamafo del gen trill
Tri 11-R GCGAATCGATCATGTAATTTG Comprobacién tamario del gen trill
Tri 10-F CATCAGCAGCATTGGAGGGC Comprobacion tamario del gen tril0
Tri 10-R GATCCTACCCAAGCGAACGC Comprobacién tamario del gen tril0
Tri3-F GAGAAGATTAGCATATATTTAG Comprobacion tamafio del gen tri3
Tri3-R GTAGCAAACTTCCGGAAC Comprobacion tamafo del gen tri3
Tri 4-F GCTTCTTGATGACCTTCAC Comprobacién tamario del gen tri4
Tri 4-R GACATCAACGCGCTGAAGG Comprobacion tamano del gen tri4
Tri 6-F GAATGATGATAGCGAGACTC Comprobacién tamario del gen tri6
Tri 6-R CTTTCCCATGAATTCGTCG Comprobacién tamario del gen tri6
T-tub-f GAATATCAACAATACCAGGATGG Utilizado como gen enddgeno
T-tub-r AGGATTGGTATTGATCATCAGCA Utilizado como gen enddgeno

9.4. Electroforesis de acidos nucleicos

9.4.1. Electroforesis de ADN

Los fragmentos de ADN se separaron segun su tamafio mediante electroforesis en geles

de agarosa, a una concentracion variable del 0,8-1,2% (p/v), dependiendo del tamafio del ADN

que se deseaba separar.

Se afadio la cantidad adecuada de agarosa al volumen necesario de tampon TAE 1x y
se fundié por ebullicién en un microondas.

Se dejo enfriar hasta 55-60°C y se afiadié bromuro de etidio hasta una concentracion
final aproximada de 1 pg/mL.

Se vertid el gel en la bandeja de electroforesis y se dejo que solidificara.

Se prepararon las muestras afiadiendo tampén de carga 6x.

Se llevd a cabo la electroforesis en tampoén TAE 1x aplicando un voltaje aproximado de 5
V por cm de longitud de la cubeta, y se incluyeron, en el gel, marcadores de ADN de
pesos moleculares conocidos.

Se visualizaron las bandas mediante iluminacién con luz ultravioleta, y se fotografio el gel

si procedia.

Tampén TAE 50x: Tris-acetato 2 M, pH 8,0; EDTA 50 mM. Se pesaron 242 g de Tris, se afiadieron 57,1 mL de acido
acético glacial y 100 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0.

Tampon de carga 6x: sacarosa al 40% (p/v); azul de bromofenol al 0,25% (p/v); xileno cianol FF al 0,25% (p/v).

9.4.2. Electroforesis de ARN

Para las electroforesis de muestras de ARN los tampones se prepararon en agua tratada

con DEPC. El resto del material necesario (cubetas, peines, bandejas) se mantuvo en agua con
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3% H,0, durante al menos 30 minutos y, posteriormente, se lavé con agua destilada tratada
con DEPC.

9.4.2.1. En condiciones no desnaturalizantes (geles de agarosa)

Para comprobar la calidad de las extracciones de ARN, se hizo una electroforesis en un
gel de agarosa al 1%, tal y como se indica en el apartado 9.4.1 para muestras de ADN. Se
consideré que el ARN extraido era de calidad cuando pudieron apreciarse clara y nitidamente

las bandas correspondientes a los ARN ribosémicos 18 y 28S.

9.5. Purificaciéon de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN de interés se cortaron del gel de agarosa con ayuda de un bisturi

y se purificaron con el kit “Geneclean® II” (Qbiogene) siguiendo las instrucciones del fabricante.

9.6. Secuenciaciéon de ADN

La secuenciacion de ADN se realizd siguiendo las instrucciones del Servicio de
Secuenciacién automatica de la Universidad de Salamanca. Para productos de PCR, se
utilizaron 100 ng de ADN por cada kb de longitud del producto y 3 pmoles del oligonucleétido

de interés, en un volumen final de reaccién de 8 pL.

10. EXPERIMENTOS DE HIBRIDACION EN MEMBRANA

10.1. Transferencia de ADN de geles de agarosa (Southern blot)

Se realizaron digestiones de aproximadamente 10 ug de ADN genémico tal como se
describe en el apartado 8.1.1.1. Los fragmentos originados se separaron por electroforesis en
gel de agarosa al 0,8%, conteniendo bromuro de etidio, aplicando un voltaje bajo (2 V por cm

de longitud de la cubeta). Una vez fotografiado, el gel se sometié al siguiente protocolo:

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

2. Se sumergio el gel en la soluciéon de desnaturalizacién durante 45 minutos, en agitacion
moderada. Se lavé posteriormente con agua destilada.

3. Se sumergié en la solucion de neutralizacion durante 45 minutos a temperatura
ambiente, también en agitacion.

4. Posteriormente, el gel se equilibré en tampdn SSC 10x durante 45 minutos, en agitacion.

64



Materiales y Métodos

5. La transferencia se llevd a cabo por capilaridad desde el gel a una membrana de nylon,
cargada positivamente, HybondT'\’I N* (Amersham Biosciences). Para ello, el gel se situ6
sobre un puente de papel de filtro Whatman® 3 MM que esta en contacto con el tanque
de tampén SSC 10x y saturado con el mismo. Sobre el gel, se colocaron sucesivamente
la membrana de nylon del tamano del gel, 2 papeles Whatman® 3 MM, una pila de papel
absorbente y finalmente, un peso aproximado de 0,5 kg. Es importante la eliminacion de
las burbujas de aire que se pueden formar al superponer las distintas capas. La
transferencia por capilaridad asi dispuesta se mantuvo, al menos durante 12 h.

6. Tras la transferencia, la membrana se pas6 a SSC 2x durante 2 minutos. Se dejé secar al
aire y se irradié con luz UV en un Stratalinker (Stratagene) aplicando 120 mJ 30

segundos para fijar los acidos nucleicos a la misma.

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

10.2. Marcaje no radiactivo de ADN

Para este marcaje se utilizan dCTPs con digoxigenina unida. Para incorporar estos
dCTPs, se utilizé una reaccion de PCR y se incluyd, en la mezcla de reaccion, 1:10 del

volumen de nucleétidos marcados del kit “PCR Dig Labeling Mix” (Roche Applied Science).

El producto de la reaccion de marcaje no radiactivo fue sometido a electroforesis en gel

de agarosa y purificado a partir del gel, empleando el método indicado en el apartado 9.4.1.

10.3. Prehibridacién, hibridacion y lavados

10.3.1. Prehibridacion

La prehibridacion tiene como finalidad, ademas de equilibrar la membrana con el tampdn
de hibridacion, bloquear los sitios activos de la membrana donde no se han unido los acidos
nucleicos transferidos y que pueden unir inespecificamente los fragmentos de ADN usados
como sonda. En todos los casos, se llevd a cabo una prehibridacion en el tampdn de
hibridacién correspondiente durante un minimo de 60 minutos. El volumen del tampén afadido

no debe superar los 100 uL por cm? de membrana.
10.3.2. Hibridacién y lavados
La especificidad de la hibridacién depende tanto de las condiciones utilizadas durante la

incubacion (temperatura, concentracion de sales y detergentes en el tampén de hibridacion)

como de los lavados posteriores.
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10.3.2.1. Hibridaciéon con sondas no radiactivas

La hibridacion se realizé a 65°C durante, al menos, 12 h en el tampoén de hibridaciéon
correspondiente, al que se le afiadié la sonda desnaturalizada. La desnaturalizacion de la
sonda se realiz6 por calentamiento durante 10 minutos a 100°C y, posteriormente, enfriando en

hielo durante, al menos, 2 minutos.

Seguidamente, se retiré el tampon de hibridacion con la sonda (se puede guardar a
-20°C para ser reutilizado). La membrana se sometié a dos lavados con SSC 2x y SDS al 0,1%
durante 15 minutos, el primero a temperatura ambiente y el segundo a 65°C. A continuacion, se

realiz6 un lavado mas con SSC 0,2x y SDS al 0,1% durante 15 minutos a 65°C.

Tampon de hibridacion para sondas no radiactivas: Para preparar 200 mL, se afiadieron en este orden 148 mL de
agua, 0,4 mL de SDS al 10%, 2 mL de sarcosina al 10% (p/v) y 50 mL de SSC 20x. Se mantuvo la mezcla durante 5-10
minutos a 65°C y se afiadieron después 2 g de “Blocking Reagent” (Roche Applied Science). Se calentd y agito la

mezcla durante 30-45 minutos a 65°C y, posteriormente, se dejo enfriar.

10.4. Deteccion

10.4.1. No radiactiva

La deteccion no radiactiva se realizdé con anticuerpos frente a digoxigenina conjugados
con fosfatasa alcalina. El revelado de la actividad fosfatasa se llevd a cabo mediante una
reaccion quimioluminiscente, empleando el reactivo “CDP-Star” (Roche Applied Science). Para
ello, se siguid, con algunas modificaciones, el siguiente protocolo proporcionado por la casa

comercial:

1. Tras los lavados (apartado 10.3.2.1), se traté la membrana con tampdén de lavado
(washing buffer) a temperatura ambiente durante 5 minutos.

2. Se afadié sobre la membrana la solucién de bloqueo y se inocul6 en agitacién a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

3. Se afadié a la solucidon anterior el anticuerpo “AntiDIG-AP Fab fragments” (Roche
Applied Science), 1:20000 veces diluido, y se incubd en agitacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

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

Se afnadioé el tampon de deteccion durante 3-5 minutos para equilibrar la membrana.

Se retiré el tampon y se afiadié el reactivo “CDP-Star” (Roche Applied Science), diluido
1:100 en tampdn de deteccion, sobre la membrana y se cubrié la misma con papel de
plastico transparente para facilitar la distribucion del reactivo por toda la superficie de la
membrana. Se incubd 5 minutos en oscuridad.

7. Finalmente, las membranas fueron colocadas en un sistema de captura quimico-
luminiscentes FUJIFILM LAS-1000.
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Tampoén maleico: NaCl 150 mM; acido maleico 100 mM, pH 7,5
Tampon de lavado: Tween 20 al 0,3% (v/v) en tampdn maleico
Solucién de bloqueo: Blocking Reagent al 1% (p/v) en tampdn maleico
Tampoén de deteccion: Tris-HCI 100mM, pH 9,5; NaCl 100 mM

10.5. Reutilizacion de membranas (Hibridacion no radioactiva)

Las membranas se sometieron al siguiente tratamiento para su reutilizacion:

1. Inicialmente se sumergieron en agua destilada estéril y seguidamente se realizaron dos
lavados de 15 minutos con una soluciéon de NaOH 0,2 N y SDS al 0,1%.
2. Finalmente se mantuvieron durante, al menos, 10 minutos en SSC 2x y se guardaron en

SSC 2x hasta su reutilizacion.

[11. AISLAMIENTO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

11.1. Preparacion de cultivos de fermentacion

Cada una de las cepas de Trichoderma objeto de este estudio (la cepa silvestre T.
brevicompactum IBT 40841 y el transformante Tb41tri5 que sobreexpresa el gen Tbtri5) se
crecié en medio PDB. Para ello, se inocularon 500 mL de medio con 10° esporas/mL del hongo,
y los cultivos se incubaron a 28°C y 220 rpm, durante 14 dias, en oscuridad. Una vez
transcurrido este tiempo, los medios de fermentacion se filtraron, con ayuda de una bomba de
vacio, a través de filtros de papel estériles para eliminar el micelio. Y, los sobrenadantes se

saturaron con acetona al 100% en una proporcién 1:1 (v/v).

11.2. Aislamiento de metabolitos

Esta parte de la tesis se realizd en el Departamento de Quimica Organica de la

Universidad de Cadiz.

11.2.1. Extraccion organica

Los extractos acetdnicos se concentraron al vacio en un rotavapor, eliminando la
acetona. El medio acuoso se sometid a extraccion liquido-liquido con acetato de etilo,
repitiéndose la extraccion tres veces. La fase organica se lavo con salmuera, se secd con
sulfato sodico anhidro (Na,SO,) y se concentré a sequedad. A continuacion, se evaporé el
disolvente organico, a presion reducida y baja temperatura, en un rotavapor, obteniéndose u

aceite denso que constituyo el crudo de la fermentacion.
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11.2.2. Cromatografia en capa fina (CCF)

La CCF se utilizé como técnica de estudio inicial de los crudos de fermentacion, asi como
para la eleccion de las polaridades de los eluyentes utilizados en otras técnicas

cromatograficas.

Se utilizaron cromatofolios de gel de silice, Kiesegel 60 F,s, (Merck), con un espesor de
0,25 mm e indicador fluorescente. Todas las mezclas se disolvieron en acetona; y como

eluyente se emplearon mezclas de hexano y acetato de etilo de polaridad creciente.

Las cromatografias se resolvieron por exposiciéon a luz UV (A=254 6 360 nm) y revelado.
Se utilizaron diferentes tipos de reveladores, olium, acido fosfomolibdico y solucion de vainillina
al 1% en etanol, acidificada con acido sulfurico concentrado. La aplicacion sobre la
cromatoplaca se realizé mediante pulverizaciéon. Un posterior calentamiento de la placa a

100°C permitié observar las manchas de los productos.

12.2.3. Cromatografia en columna (CC)

Los crudos de fermetacion se percolaron mediante cromatografia en un columna de
dimensiones 1,5 x 20 cm. Para ello se uso6 gel de silice SDS de grano 60-200 ym, compactada
con el gel seco. Las mezclas a separar se introdujeron disueltas en el mismo eluyente, o bien
como cabezas solidas sobre el propio gel de silice SDS de grano 60-200 um. Las
cromatografias se llevaron a cabo a presién atmosférica o con sobrepresién de aire en el rango
de 0,1 a 0,5 bares. La elucion se realizé con fases méviles de polaridad creciente, usando
como eluyentes mezclas de acetato de etilo/hexano de polaridad creciente, 5% a 100% en

acetato, y finalmente con metanol.
12.2.4. Cromatografia en placa preparativa (CP)

Se utilizaron cromatoplacas preparativas de gel de silice, Kiesegel 60 F,s4 (Merck), de
dimensiones 20 x 20 cm con un espesor de 0,5 mm e indicador fluorescente. Como eluyente se

empled una mezcla de hexano/acetato de etilo al 50%. Las cromatografias se resolvieron por

exposicion a luz UV (254 y 360 nm).

11.2.5. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

Se utilizé un cromatégrafo de liquidos Merck-Hitachi LaChrom, equipado con indice de
refraccion IR-71, bomba L-6200 A e integrador D-2500, haciendo uso del programa Borwin

v.1.21. Las separaciones se llevaron a cabo sobre una columna de silica LiChrospher Si-60 con
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relleno de 10 ym y dimensiones de 1 x 25 cm (semipreparativa), o con relleno de 5 ym y

dimensiones de 0,4 x 25cm (analitica), con un flujo de 1,0 mL/minuto.

La preparacion de las muestras, previa a su introduccién en el equipo de HPLC, se
realizé en una pequefia columna de gel de silice de dimensiones 0,6 x 7 cm, para eliminar la
linea base y, a continuacién, se filtraron a través de filiros de poros de tamano 0,45 pm
(Teknokroma). Se emplearon como eluyentes hexano, acetato de etilo y mezclas de los

mismos, previamente destilados y filtrados por filtros de tamafo de poro 0,45 um (Millipore).

11.2.6. Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros se registraron en el equipo Varian Gemini-300 y Varian Innova-400 a

25°C. Las muestras se disolvieron en cloroformo o metanol deuterados.

Los desplazamientos quimicos se expresan en la escala 3 en ppm y las constantes de
acoplamiento (J) en hertzios (Hz). Los valores de & estan referenciados al pico residual de
cloroformo (7,25 ppm para RMN-"H y 77,0 ppm para RMN-13C) y de metanol (3,30 y 4,84 ppm
para RMN-"H).

La multiplicidad de las sefales se indica con las siguientes abreviaturas: s (singlete), d
(doblete), t (triplete), m (multiplete), dd (doblete de doblete), dt (doblete de triplete), ddd
(doblete de doblete de doblete), etc. Los multipletes se definen con el valor de 6 de su punto

medio, o bien como un intervalo de los valores de 3.

Se emplearon las siguientes técnicas de RMN:
e RMN-'H.

e RMN-"°C: se realizaron espectros de desacoplamiento en banda ancha.

[ 12. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

12.1. Bioensayo frente a S. cerevisiae CECT 1383 y K. marxianus CECT 1018

En este ensayo, que es una modificacion del descrito por Binder (1999), se incluyeron la
cepa silvestre de T. brevicompactum IBT 40841 y 10 transformantes que sobreexpresan el gen
Tbtri5, con objeto de escrutar la actividad antilevadura de todos ellos y seleccionar
transformantes para ser incluidos en estudios posteriores. Se utilizaron filtrados fungicos

procedentes de cultivos incubados en medio PDB, durante 14 dias a 220 rpm, en oscuridad. En
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este ensayo se incluyeron filtrados de cultivos de S. cerevisiae CECT 1383 y K. marxianus

CECT 1018, como controles de crecimiento, y medio PDB, como control negativo.

12.2.

A continuacion se describe el ensayo utilizado:

Se sembraron S. cerevisiae CECT 1383 y K. marxianus CECT 1018 en placas de LM y
de YPG-50, respectivamente, y se incubaron a 30°C durante 2 dias.

De cada cultivo solido, se seleccionaron de 2-3 colonias que se inocularon en 50 mL de
los medios LM y YPG-50, respectivamente. El cultivo de S. cerevisiae se incub6 durante
20 h a 30°C y 250 rpm, y el de K. marxianus a 35°C durante 16 h y 200 rpm; hasta
alcanzar una D.O. entre 0,9-1 a 600 nm y 560 nm, respectivamente.

Seguidamente 100 mL de los medios LM (1% agar) y YPG-50 (1% agar) se inocularon
con 200 pL de los cultivos anteriores, cada uno con el que correspondia, y se utilizaron
para preparar placas que contenian 20 mL de estos medios.

Una vez solidificados los medios, se colocaron arandelas metalicas sobre la superficie y
se depositaron, en ellas, 60 6 90 uL de los filtrados a ensayar.

Las placas se mantuvieron durante 4-6 h a 4°C para permitir que difundieran los filtrados
y, posteriormente, se incubaron a 28°C durante 12-24 h.

Transcurrido ese tiempo, se midieron, en mm, los halos de inhibicién formados.

Actividad antimicrobiana de extractos acetonicos de T. brevicompactum

Se realizaron ensayos de actividad antimicrobiana en medio sélido y medio liquido segun

protocolos estandarizados por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). Se incluyo

un panel de cepas de la coleccion de MSD que contiene patégenos de importancia en clinica

humana y cepas de control de laboratorio (ver apartados 1.1, 1.2y 1.2.3).

12.2.1. Preparacion de extractos acetonicos

Se obtuvieron extractos acetdnicos de T. brevicompactum I1BT40841 y los transformantes

Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, como se detalla a continuacion:
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Se inocularon 50 mL de los medios de cultivo PDB y CYS80 con 10° esporas/mL del
hongo, y se incubaron a 28°C y 220 rpm, durante 14 dias, en oscuridad.

Transcurrido ese tiempo, los medios de fermentaciéon se filtraron, con ayuda de una
bomba de vacio, a través de filtros de papel estériles para eliminar el micelio y 20 mL del
filtrado se mezclaron con acetona 100% en proporcion 1:1 (v/v).

Los 40 mL de mezcla se mantuvieron en agitacion a 22°C y 220 rpm, durante 45 minutos,

en una atmosfera de 80% de humedad con el fin de homogenizar la mezcla.
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4. El extracto aceténico se separdé mediante centrifugacion a 1500 x g, durante 15 minutos y
a temperatura ambiente, en tubos de vidrio.

5. Se depositaron 2 mL de extracto aceténico y 100 yL de DMSO puro en pocillos de 2,5
mL de placas microtiter de 96. Los extractos se evaporaron a la cuarta parte de su
volumen mediante centrifugacion al vacio (GENELAC-EZ2), con el fin de incrementar la
concentracion de metabolitos y reducir los efectos téxicos del solvente. Los extractos, asi

obtenidos, se conservaron a 4°C hasta su uso.

12.2.2. Ensayos con extractos aceténicos en medio sélido

Para evaluar la actividad de los extractos acetdnicos de Trichoderma en un medio sélido

se utilizo el siguiente protocolo:

1. Inicialmente, los microorganismos diana se crecieron, en su medio correspondiente,
durante 24 h a 37°C, excepto la levadura C. albicans MY 1055 que se incubd a 30°C.

2. Microorganismos del cultivo anterior se utilizaron para inocular 250 mL de un medio
adecuado, que se incubd hasta alcanzar una D.O. de 0,22 unidades a 660 nm.

3. Posteriormente, el cultivo se diluyd 1:30 veces y se dispensoé en placas a razén de 20 mL
por cada una de ellas. En el caso de A. fumigatus MB 5668 y B. subtilis MB 964, las
placas se prepararon afiadiendo a 250 mL de los medios Bacto agar y agar nutritivo con
extracto levadura, respectivamente, 100 uL de una suspension comercial (Difco Becton
Dickinson) de esporas previamente sonicadas. Con objeto de generar los pocillos en el
medio, las placas se cerraron con tapas que contienen pinchos y éstas se mantuvieron
hasta que el medio solidificara, sustituyéndolas por tapas convencional una vez que eso
ocurre.

4. Los medios se inoculan con 5 (para Gram negativos) 6 10 yL (para Gram positivos,
levaduras y hongos) de extracto acetoénico por pocillo y se incuban a 37°C, excepto para
A. fumigatus MB 5668 y C. albicans MY 1055 que se utilizan 30°C, durante 18-24 h.

5. Transcurrido ese tiempo, se midieron, en mm, los didmetros de los halos de inhibicion

formados.

Para cada microorganismo diana se incluyeron controles positivos y negativos, pocillos

que contenian concentraciones adecuadas de un antibiético (Tabla 2, apartados 1.2 y 1.3.3).

12.2.3. Ensayos con extractos acetonicos en medio liquido

Para evaluar la actividad de los extractos acetdnicos de Trichoderma en un medio

liquido se utilizo el siguiente protocolo:
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1. Inicialmente, los microorganismos diana se crecieron, en su medio correspondiente,
durante 24 h a 37°C.

2. Microorganismos del cultivo anterior se utilizaron para inocular 250 mL de un medio
adecuado, que se incubo hasta alcanzar una D.O. entre 0,250-0,300 unidades a 600 nm.

3. Para preparar diluciones, del cultivo anterior, 1 mL se anadié a 100 mL de un medio
adecuado.

4. El medio contenido en los pocillos de las microplacas fue el resultado de afiadir, a cada
pocillo, 90 yL de la dilucién del microorganismo, 5 yL de un medio adecuado y 5 (Gram
negativos) 6 10 uL (Gram positivos) de extracto acetonico.

5. Las microplacas se agitaron 2 minutos y se realizaron dos lecturas a 612 nm, una lectura
inicial (To) y otra a las 24 h (T;) de incubacion bajo condiciones recogidas en el apartado
anterior, en un Multi-Detection Microplate Reader Ultra Evolution™ (TECAN).

6. Se calculé el porcentaje de inhibicién (100-X) mediante la férmula:

X =T; problema - T, problema x 100
Tt control - T, control

100 — X = % de inhibicién

X= porcentaje de crecimiento

T¢ = lectura final

To = lectura inicial

control= crecimiento del microorganismo diana en ausencia de extracto aceténico

problema= crecimiento del microorganismo diana en presencia de extracto aceténico

En las microplacas se incluyeron controles de esterilidad del medio (pocillos conteniendo
95 pyL de medio adecuado y 5 6 10 yL de DMSO 20%), controles de crecimiento del
microorganismo (pocillos conteniendo 90 pL de la dilucién del microorganismo, 5 uL de medio y
506 10 yL de DMSO 20%), y una curva control de antibiético que varié segun el microorganismo

diana evaluado en cada caso (Tabla 2).

12.2.4. Determinacién de concentracién minima inhibitoria (CMI)

Para los extractos aceténicos de las cepas de Trichoderma que presentaron actividad en
ensayos en medio liquido, se determiné la CMI (minima concentracion de extracto acetonico
capaz de inhibir el 99,9% del microorganismo diana). Para ello, se prepararon cinco diluciones
seriadas de los extractos con DMSO 20%, obteniéndose un rango de concentraciones desde 2
hasta 0,125x, en un Multidrop Combi_01 (Thermo Fisher Scientific) y un MicroMix5 (Beckman
Coulter). Para realizar esta determinacion se siguio el procedimiento detallado en el apartado
12.2.3.
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12.3. Actividad antimicrobiana de fracciones puras de T. brevicompactum

Este ensayo, que es una modificacion del descrito por Bauer y col (1966), se utilizé para
evaluar la actividad antimicrobiana de los compuestos purificados por HPLC, a partir de
extractos acetdnicos. En este ensayo se incluyeron los aislamientos clinicos bacterianos
recogidos en el apartado 1.1, las tres especies de Candida pertenecientes a la colecciéon de
MSD (ver apartado 1.2) y la cepa A. fumigatus MF 5668 (MSD) especificada en el apartado
1.3.3.

Inicialmente, se prepararon soluciones de trichodermina e hidroxitirosol a 8, 4, 1y 0,1
mg/mL, y de tirosol a 6, 4, 1 y 0,1 mg/mL. Y, su actividad antimicrobiana, se evalu6 con el

siguiente protocolo:

1. Se creci6 el microorganismo diana en un medio sdlido adecuado durante 12 h a 35°C.

2. Se utilizd un hisopo estéril para tomar, de la placa de cultivo, colonias aisladas de igual
morfologia que se resuspendieron en 4 mL de solucion salina estéril 0,85%.

3. Se ajustd la turbidez del inéculo utilizando una tarjeta Wickerham (Figura 14) hasta
obtener un valor homogéneamente comparable con el estandar 0,5 de Mc Farland.

4. Se utilizé un hisopo para tomar una muestra de la suspensién microbiana previamente
preparada e inocular toda la superficie de una placa de agar Mueller Hinton (en el caso
de las bacterias) y Bacto agar (en el caso de las levaduras y el hongo).

5. Sobre la superficie de cada medio de cultivo, se colocaron aros metalicos y se inocularon
con 60 6 90 uL de las diferentes concentraciones de las fracciones puras que se dejaron
difundir durante 4-6 h a 4°C. Las placas se incubaron a 28°C durante 12-24 h.

6. Transcurrido ese tiempo, se midieron, en mm, los didmetros de los halos de inhibicion

formados.

Estandar 0,5 McFarland: suspension preparada a partir de una mezcla de cloruro de bario 1% y acido sulfurico 1%,

cuya turbidez es igual a la que presenta una suspension bacteriana de aproximadamente 1,5x108 UFC/mL.

- BN

\__ _

Figura 13. Tarjeta Wickerham: consiste en una plantilla blanca con lineas negras, que se utiliza para realizar

comparacion visual de la turbidez de una suspension con las escalas de los estandares de Mc Farland.
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|

13.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTITUMORAL Y CITOTOXICA FRENTE A

LINEAS CELULARES

|

13.1. Preparacioén de las lineas celulares

Para analizar si los extractos acetonicos de T. brevicompactum tenian actividad

antitumoral, se realizaron ensayos con diferentes lineas de células tumorales humanas de la
coleccion ATCC (apartado 1.4).

Inicialmente, se prepararon 10 diluciones seriadas de los extractos acetdnicos, obtenidos

segun se describe en el apartado 12.2.1, con DMSO 20% para alcanzar un rango de

concentraciones desde 0,0039x hasta 2x.

Después, se prepararon las lineas celulares utilizando el siguiente protocolo:

A partir de cultivos celulares propagados y siguiendo las recomendaciones de la ATCC,
se realiz6 un subcultivo celular en monocapa en el medio adecuado (apartado 3.3).

Con objeto de extraer la monocapa celular del frasco de cultivo, y eliminar las trazas de
suero fetal bovino, se retird el medio de cultivo y se hicieron dos lavados con el tampén
PBS 1x; y las células se incubaron durante 10-15 minutos a 37°C, en atmdsfera aerobia y
5% de CO, en 4 mL de una solucién de tripsina 0,25% - EDTA 0,53 mM.

También se anadieron 10-20 mL del medio de crecimiento, que varié segun la linea
celular. El cultivo celular se transfirié a un tubo cénico que se centrifugdé 5 minutos a 1500
rom a temperatura ambiente y se descart6 el sobrenadante.

El precipitado de células se resuspendié en 15-20 mL de medio de crecimiento celular.
Con objeto de deshacer grumos celulares, las células resuspendidas se pasaron a través
de una aguja y, posteriormente, se diluyeron 1:2 en el medio correspondiente.

Por ultimo, se realizd un recuento celular en un contador Cedex 01 (Innovartis), que

detecta las células vivas tefiidas con azul tripan (Sigma Aldrich).

13.2. Determinacioén de la dosis efectiva 50 (DE50) de los extratos aceténicos

Se utilizd el método del Thiazolil blue tetrazolium bromide (MTT) que se detalla a

continuacion:
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Se dispensaron 200 pL de suspension celular (entre 60.000 y 30.000 células/pocillo) en
pocillos de placas microtiter de 96 pocillos, y éstas se incubaron a 37°C, en atmodsfera
aerobia y 5% de CO,, durante 24 h (excepto para la linea celular CCL204, 48 h), para

permitir su crecimiento.
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2. Pasado este tiempo, el crecimiento celular activo se corroboré mediante observaciones
al microscopio.

3. Se descarto6 el medio de cultivo y se afadieron, a cada pocillo, 190 yL de medio nuevo
y 200 L de una dilucién 1:200 de extracto aceténico, previamente preparada.

4. Las placas se incubaron a 37°C, en atmdsfera aerobia y 5% de CO,, durante 24 h, y se
lavaron con el tampon PBS 1x, una vez descartado el medio de cultivo.

5. En cada pocillo, se adicionaron 100 uL de MTT (0,5 mg/mL), y las placas se incubaron
a 37°C, en atmdsfera aerobia y 5% de CO,, durante 3 h. Posteriormente, se descarté el
MTT y se agregaron 100 yL de DMSO puro por pocillo, para disolver los cristales de
azul formazan (azul de tetrazolio nitrado reducido).

6. Las placas se agitaron y los resultados de crecimiento se obtuvieron midiendola D.O a

570 nm en un espectrofluorimetro Victor2™ Wallac (Perkin-Elmer). El porcentaje de
inhibicién del crecimiento de las lineas celulares se calculdé mediante la siguiente

ecuacion:

Porcentaje de inhibicion = 1- (D.O. células tratadas - D.O. control positivo) X 100
(D.O. control negativo - D.O. control positivo)

Los valores de la dosis efectiva 50 (DE50) se calcularon mediante un analisis de
regresion. En donde DE50 se define como la concentracion inhibitoria del extracto que mata el

50% de las células tumorales.

En este ensayo se incluyeron siempre los siguientes controles:

e De crecimiento (control negativo): 190 yL de medio y 10 yL de DMSO 20% (mata
alrededor del 1% de las células).

e Positivo: 190 pL de medio y 10 pyL de metil metano sulfonato (MMS) a concentraciones
de 0,5, 1 6 5 mg/mL.

e Para cada linea celular se realizé6 una curva de controles, utilizando ocho diluciones
seriadas de actinomicina, doxorrubicina, rotenona y MMS, de concentraciones entre
0,00976 y 10 mM.

Actinomicina: antibiético polipeptidico que se une al ADN e impide la accion de la ARN polimerasa. También puede
unirse a la doble cadena de ADN e interferir en su replicacion.

Doxorrubicina: antibidtico antraciclino que ejerce sus efectos sobre las células cancerosas intercalandose entre las
bases del ADN, bloqueando su sintesis. O inhibiendo las enzimas que participan en la replicacion del ADN.

Rotenona: sustancia de origen vegetal utilizada como insecticida, actia sobre la bioquimica mitocondrial celular.

PBS 1x: NaCl (8 g), KCI (0,2 g), Na,HPO, (1,44 g), KH,PO, (0,24 g), disolver en 800 mL de agua destilada estéril.
Ajustar a pH 7,4, llevar hasta un volumen final de 1 L de H,O y autoclavar.

Solucién Stock MTT (5 mg/mL): 100 mg de MTT (Sigma Aldrich) en 20 mL de PBS a un pH 7,5. Esterilizar mediante
filtracién a través de un filtro de 0,22 ym. Afadir 16 mL de MTT a 160 mL de medio Minimum Essential Medium (MEM

1x Invitrogen).
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13.3. Determinacion de la dosis efectiva 50 (DE50) de trichodermina y de tirosol

Se prepararon unas soluciones iniciales de trichodermina y de tirosol a 8 y 6 mg/mL,
respectivamente. A partir de ellas y utilizando DMSO, se prepararon diluciones seriadas de
cada metabolito, desde 10 hasta 107. Y, posteriormente, se evalud la DE50 en las lineas
celulares Hep-G2, MCF-7 y A-549 con el método de alamarblue® (Invitrogen), que se detalla a

continuacion:

1. Se dispensaron 100 pL (entre 60.000 y 30.000 células/pocillo) de suspension celular
(previamente preparadas segun el apartado 13.1) en pocillos de placas microtiter de 96, y
éstas se incubaron a 37°C, en atmosfera aerobia y 5% de CO,, durante 24 h para permitir
el crecimiento de las células.

2. Pasado este tiempo, el crecimiento celular activo se corroboré mediante observaciones al
microscopio.

3. Se ensayaron las diferentes soluciones, previamente preparadas, de trichodermina o
tirosol, anadiendo a cada pocillo 1 uyL de metabolito; y las placas se incubaron a 37°C, en
atmésfera aerobia y 5% de CO,, durante 72 h.

4. Se afiadieron, por pocillo, 10 pyL de reactivo alamarblue®, y las placas se incubaron a
37°C, en atmosfera aerobia y 5% de CO,, durante 3-4 h.

5. Se ley6 la fluorescencia a 570 nm. El porcentaje de inhibicion del crecimiento de las
lineas celulares y los valores DESO0, se calcularon mediante la formula descrita en el
apartado 13.2.

En este ensayo se incluyeron siempre los siguientes controles:

e De crecimiento (control negativo): 100 pL de medio y 10 uL de DMSO 20%

e Positivo: 100 pL de suspension celular y 1 yL de taxol.

13.4. Ensayo de actividad citotoxica de la trichodermina y el tirosol

Para este ensayo se utilizé el equipo xCELLigence RTCA (Real-time cell analyzer-Roche
Applied Science), el cual monitoriza los eventos celulares en tiempo real. El sistema realiza
medidas de impedancia eléctrica (registrada como un valor de IC: indice celular) a través de

micro-electrodos integrados en la parte inferior de las placas-E de 96 pocillos.

Inicialmente, se cultivd la linea celular de hepatocitos humanos sanos (ZBhu001010
Tebu-bio®) en el medio HCM™ Bullet Kit® (apartado 13.1). Ademas, se prepararon seis
diluciones de trichodermina y de tirosol desde 10 hasta 10 MM, y se evalud su actividad

citotoxica siguiendo el siguiente protocolo:
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1. En cada pocillo de las placas-E se anadieron 25 pyL de colageno (Roche Applied
Science), para formar un recubrimiento de 5 pg/cm2 y promover la adherencia celular.
Las placas-E fueron incubadas a 37°C durante 1-2 h. El colageno remanente fue retirado,
y se hizo un lavado con tampoén PBS o con medio de cultivo celular.

2. Tras este periodo de tiempo, las placas-E se colocaron en el incubador RTCA y se
escanearon automaticamente, con objeto de revisar sus propiedades y medir el fondo de
las mismas.

3. Las placas-E se retiraron del incubador RTCA vy, en cada pocillo, se afiadieron 100 yL de
suspension celular (20.000 células/pocillo) y 100 pyL del medio de cultivo adecuado, y se
incubaron 30 minutos a temperatura ambiente para permitir que las células se adhirieran
y se distribuyeran uniformemente.

4, Las placas-E se colocaron nuevamente en el incubador RTCA y se escanearon
automaticamente, realizandose una lectura celular cada 30 minutos.

5. Las placas se incubaron durante 24 h y, seguidamente, se afadieron 2 uL de las
soluciones de trichodermina o tirosol.

6. Se realizaron lecturas de impedancia desde tiempo 0 hasta 98 h, con lecturas cada 14 h.

Se realizaron las siguientes determinaciones, utilizando el taxol como control en todos los

Casos:

e Curva sigmoidal de dosis-respuesta o DRC (indice celular normalizado a un tiempo
determinado versus la concentracién) para la trichodermina, el tirosol o el taxol.

e Control dinamico de la tasa y el inicio de citotoxicidad mediada por la trichodermina o el
taxol frente a la linea celular de hepatocitos humanos sanos ZBhu001010 (Tebu-bio®).

e Determinacion de la DE50 a las 24, 48 y 72 h, de la trichodermina o el taxol frente a la

linea celular de hepatocitos humanos sanos ZBhu001010 (Tebu-bio®).

indice celular normalizado: El software del equipo xCELLigence divide las lecturas de los IC de todos los pocillos y
para todos los tiempos entre el valor del IC de los pocillos individuales en un mismo punto y tiempo, esta relacion se
llama base de tiempo y se le asigna un valor de 1. De esta forma los valores IC normalizados pueden ser comparados
entre pocillos. Asi, para un pocillo, el IC normalizado es la impedancia presentada como un porcentaje del valor en la

base de tiempo.

13.5. Mecanismo de accion antitumoral de la trichodermina

Este ensayo se realizd en el equipo xCELLigence RTCA. Inicialmente, las lineas
celulares de carcinoma hepatocelular Hep-G2 y Hep-3B se cultivaron en medio EMEM
(apartado 13.1). Ademas, se prepararon seis diluciones de trichodermina o taxol, en DMSO,
desde 10 hasta 10®° uM, y se evalud su actividad antitumoral siguiendo el protocolo descrito
en el apartado 13.4 pero sin recubrir los pocillos con coldgeno. Y se realizaron las siguientes

determinaciones, utilizando el taxol y el DMSO 5% como controles, en todos los casos:
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Generacion de un perfil compuesto-especifico (trichodermina o taxol), el cual es
dependiente del mecanismo bioldgico de accién de dicho compuesto.

Determinacion para trichodermina y taxol de la DE50 frente a las lineas tumorales Hep-
G2y Hep-3Balas 24,48y 72 h.

Proliferacion celular (tiempo de duplicacion celular en horas) de las lineas tumorales Hep-

G2 y Hep-3B previamente tratadas con trichodermina o taxol.

13.6. Ensayo de reversion de morfologia celular

Se utilizaron las lineas celulares CRL-8798 (mama sana), CCD-16Lu (pulmdn sano),

MC7-7 (mama tumoral) y A-549 (carcinoma de pulmon), para analizar la existencia de reversion

en la morfologia celular, empleando el siguiente protocolo:

1.

Todas las lineas celulares, cultivadas segun el apartado 13.1, fueron tratadas utilizando
el extracto acetdnico procedente de un cultivo en medio PDB de T. brevicompactum IBT
40841. Las lineas celulares tratadas y sus respectivos controles, se incubaron a 37°C

durante 24 h en una atmoésfera de 5% CO..

2. Transcurrido el tiempo de incubacion, se observé la morfologia de las lineas celulares por
microscopia. Después, se descarté el medio de cultivo, se lavd una vez con el tampodn
PBS 1x, se agregé medio nuevo y se incubo a 37°C y atmdsfera de 5% CO..
3. Con ayuda de un microscopio, se realizé un seguimiento de la morfologia de las lineas
celulares tras 6, 24 y 48 h de incubacion.
[ 14. ENSAYOS ANTIFUNGICOS

14.1. Ensayo en cultivos duales

La cepa silvestre y los transformantes de T. brevicompactum IBT 40841 se enfrentaron a

R. solani, B. cinerea y P. irregulare en placas de PDA. Cilindros de agar de 5 mm de diametro

procedentes de colonias en crecimiento activo de T. brevicompactum y del patégeno se

colocaron en las placas de PDA a una distancia de 5,5 cm, y se incubaron a 28°C durante 10

dias. Se analiz6 el comportamiento del crecimiento de cada cepa de Trichoderma frente a los

patégenos. Cada uno de los enfrentamientos se llevé a cabo por triplicado.

14.2. Ensayos “in vivo”: T. brevicompactum-tomate-B. cinerea

1.
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Esporas de las cepas de Trichoderma (silvestre y transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y
Tb41tri5) (recogidas segun el apartado 4.1.1) se utilizaron para pildorar semillas de
tomate, previamente desinfectadas. En el pildorado se empled 1 mL de una suspension

de 2x10% esporas/mL, y las semillas se mantuvieron en una placa Petri abierta, dentro de
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una campana de flujo laminar, hasta que estuvieron totalmente secas (12 h
aproximadamente).

Las semillas pildoradas se sembraron en alveolos que contenian tierra estéril, a razén de
dos semillas por alveolo. Las plantas resultantes crecieron durante un mes bajo
condiciones de invernadero.

Se inocularon cuatro hojas por planta, dos puntos de inoculacién por hoja y se utilizaron
5x10° esporas de B. cinerea, en 8 uL de solucién de germinacion, por cada punto de
inoculaciéon. Se incluyeron como controles negativos inoculaciones con uUnicamente
solucién de germinacion. Las plantas inoculadas se dispusieron en cajas de plastico, 8
alveolos por caja, se afadié agua en el fondo y se sellaron herméticamente para generar
una atmésfera con mucha humedad.

Las cajas plasticas que contenian las plantas de tomate inoculadas se mantuvieron 48 h,
en un fitotron con 16 h de luz y 8 h de oscuridad a 22°C y, pasado ese tiempo, se
midieron los diametros de las lesiones producidas por el patégeno. Se utilizé una escala
de 1 a 5 segun el tamafo de la lesién (5=1,5 cm; 4=1 cm; 3=0,5 cm; 2=0,3 cm y 1=0,2

cm). El ensayo se realizé por duplicado.

| 15.

ENSAYOS DE GERMINACION Y CRECIMIENTO DE LA PLANTA

15.1. Ensayos de germinacién

Para analizar si la sobreexpresion del gen Tbtri5 afectaba a la capacidad de germinacién

de una planta, se realizaron ensayos en tomate por triplicado, utilizando la cepa IBT 40841 y

los transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, previamente seleccionados.

1.

Semillas de tomate, previamente desinfectadas, se pildoraron con esporas de las cepas
de Trichoderma incluidas en este ensayo segun se describe en el apartado 14.2.

Las semillas pildoradas se sembraron en cajas de plastico (Phytatray Il, Sigma Aldrich)
que contenian medio MS, a razén de 16 semillas por caja, y se incubaron durante 1
semana a 22°C en un fitotrén, programado con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de
oscuridad. Se incluyeron como control, semillas pildoradas con agua estéril.

Se determind el porcentaje de germinacion de las semillas para cada una de las cinco

condiciones de pildoracion ensayadas.

15.2. Ensayo de crecimiento

Para determinar si la sobreexpresion del gen Thtri5 afectaba al crecimiento de las

plantas, se realizaron ensayos en tomate, en placa y en alveolos, utilizando la cepa IBT 40841

y los transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, previamente seleccionados.
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15.2.1. Ensayo "in vitro"

Se utilizé el protocolo de Contreras-Cornejo y col. (2009), que se realiz6 en triplicado y se

detalla a continuacion:

1. Placas Petri, conteniendo medio MS, se sembraron con semillas de tomate (se colocaron
a la misma altura 5 semillas por placa).

2. Las placas se sellaron con cinta quirdrgica y en su parte inferior se cubrieron con papel
de aluminio. Posteriormente, se incubaron a 22°C, durante tres dias, y en posicién
vertical en un fotoperiodo, programado con 16 h de luz y 8 h de oscuridad.

3. Pasado ese tiempo, las placas se inocularon, a 5 cm de distancia de la raiz primaria de la
planta germinada, con una suspension de 20 pL que contenian 10° esporas de
Trichoderma. Se incluydé como control negativo, inoculaciones con 20 yL de agua estéril.

4. Las placas, de nuevo, se sellaron con cinta quirargica y en su parte inferior se cubrieron
con papel de aluminio, y se incubaron, durante 10 dias, bajo las condiciones descritas
anteriormente.

5. Se midi6 el tamano de las plantas, el tamafio de la raiz primaria y el nUmero de raices

secundarias para cada una de las condiciones ensayadas.

15.2.2. Ensayo “in vivo”

Se realizé en duplicado el ensayo descrito en el apartado 14.2, pero sin patégeno, y se
evalud el crecimiento de las plantas para las cinco condiciones ensayadas: control, cepa
silvestre (T. brevicompactum IBT 40841) y tres transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5
(Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5).

16. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS Y SOFTWARE UTILIZADOS

16.1. Busgueda de secuencias similares en bases de datos

16.1.1. FASTA

El algoritmo FASTA (Pearson y Lipman, 1988) es una aproximacion al algoritmo de
Smith-Waterman (1981), que divide la secuencia en palabras solapantes, con una longitud de
dos letras para proteinas o seis para acidos nucleicos. Cada secuencia de la base de datos es
dividida de la misma forma. Estas dos listas de palabras se comparan para encontrar palabras

idénticas en ambas secuencias.
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Permite diferentes combinaciones entre acidos nucleicos y proteinas, sean estos las
secuencias problema o las bases de datos de secuencias. Nos proporciona un valor, el Z-

score, que después es convertido en un valor E (E-value), como en el caso de BLAST.

Las comparaciones de secuencias usando este algoritmo se llevaron a cabo en el
servidor del Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI, Saffron Walden, Reino Unido) disponible

en la pagina web http://ebi.ac.uk/fasta33.

16.1.2. BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tools) constituye una colecciéon de diferentes
programas que permiten distintas combinaciones entre acidos nucleicos y proteinas, sean
estos las secuencias problema o las bases de datos de secuencias. Lleva a cabo alineamientos
de tipo local entre una secuencia desconocida y una base de datos. Las mayores ventajas de
BLAST son su gran velocidad y la evaluacion estadistica que realiza de los resultados. El
parametro estadistico correspondiente al valor E se calcula en funcién de que un alineamiento
ocurra por azar. Por ejemplo, si tenemos un valor E igual a 0, significa que la probabilidad de

que ese alineamiento haya ocurrido por azar es 0.

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

16.2. Alineamiento de secuencias

Hay dos tipos principales de alineamiento de secuencias: global y local. El global
optimiza el alineamiento sobre toda la longitud de la secuencia, mientras que en el
alineamiento local, tienen prioridad fragmentos de la secuencia con una gran cantidad de

coincidencias.

Un alineamiento multiple de secuencias de proteinas de la misma familia nos proporciona
informacion sobre la evoluciéon en cada aminoacido y muestra también las posiciones que son

clave para mantener el plegamiento y la funcién de las proteinas.

Para los alineamientos realizados en este trabajo se empled el programa ClustalX

(Thompson y col., 1994).

16.3. Otras manipulaciones de secuencias

La busqueda de marcos de lectura abierta (Open Reading Frames, ORFs) sobre las

secuencias de ADN, la traduccion de los mismos a la secuencia proteica y un primer analisis
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elemental de esta secuencia proteica se realizaron con el programa EditSeq, que forma parte
del paquete informatico Lasergene (DNASTAR Inc., Madison, Wisconsin, EE.UU).

La busqueda de motivos o dominios en la secuencia primaria de la proteina se llevd a
cabo en la base de datos de dominios SMART (Simple Modular Architecture Research Tool),

que se puede consultar en la pagina web http://smart.embl.de.

16.4. Analisis estructural de proteinas

Los métodos de prediccion de la estructura secundaria de una proteina tratan de predecir
si un residuo concreto pertenece a uno de estos tres estados: hélice a, hoja plegada B o bien, a
segmentos irregulares o no ordenados de la proteina. Estos métodos han evolucionado mucho
en los ultimos anos. Al principio se basaban en la probabilidad estadistica de que un
aminoacido concreto perteneciera a una de las tres estructuras posibles. Luego, una segunda
generacion de estos métodos incluy6 la influencia del ambiente local en el que se situaba cada
aminoacido. La exactitud de estos métodos nunca supero el 60%. En la tercera generacion, se

incluyeron alineamientos multiples como base de métodos de prediccion.

En la actualidad se usan métodos basados en redes neuronales, técnicas que permiten
el aprendizaje del método. En este trabajo se utilizé el programa PSIPRED (Jones, 1999), que
alcanza una exactitud del 75%. Estd accesible via web en la direccion

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred.

16.5. Analisis de los dominios de unién a factores de transcripcion

La busqueda de los dominios de union a factores de transcripcion presentes en la
secuencia de ADN de las zonas reguladoras, se realiz6 con el programa Matlinspector
Profesional (Quandt y col., 1995). Este programa emplea la base de datos TRANSFAC vy esta

disponible en version de acceso limitado en la pagina web http://genomatix.de. También puede

consultarse de forma gratuita, previo registro, en http://gene-

regulation.com/pub/databases.htim#transfac.

16.6. Otras herramientas de prediccion

La identificacion de posibles péptidos sefial sobre la secuencia primaria de las proteinas
se llevd a cabo con el programa SignalP v2.0 (Nielsen y col., 1997), accesible en la direccién
web http://cbs.dtu.dk/services/SignallP-2.0/.
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El analisis de la secuencia de las proteinas mediante la aplicacién Scan Prosite

(www.expasy.org/tools/scanprosite/) revela la presencia de posibles sitios de glucosidacion,

fosforilacion, miristilacion y sulfatacion.

El perfil hidropéatico de las proteinas se calculé segun el algoritmo de Kyte y Doolittle
(1982) empleando la aplicacién Protean (Lasergene, DNASTAR Inc.). La prediccion de la
posible estructura tridimensional de la proteina se llevé a cabo en el servidor web ESyPred3D

(http://www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/) que reconoce el plegamiento

utilizando perfiles de secuencias y multiples programas de alineamiento. Para analizar los
modelos propuestos se empled el programa de visualizacién de modelos DeepView-Swiss-

PdbViewer disponible en la pagina web http://www.expasy.ch.spdbv/.

16.7. Andlisis filogenéticos

El objetivo de un analisis filogenético es caracterizar la evolucion. Puede llevarse a cabo
por atributos morfologicos de los organismos, o bien, como se ha hecho en los ultimos afios,

siguiendo las mutaciones en el material genético de los organismos.

Para la construccion de arboles filogenéticos se ha utilizado el programa MEGA V4,
usando el método Neighbour-Joining (NJ). En este caso, la distancia entre dos secuencias (la

longitud de las ramas) en el arbol final corresponde a la similitud entre dos secuencias.

La estabilidad de las ramas de un arbol filogenético se mide mediante un test Bootstrap
(Felsenstein, 1985), el cual se lleva a cabo construyendo un arbol basado en un subconjunto
de las columnas del alineamiento multiple en el que se basa el arbol original. Este proceso se
repite multiples veces y nos da el numero de veces en el que el analisis proporciona el mismo

arbol final.

16.8. Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los diferentes ensayos se sometieron a un analisis de la varianza
para comprobar si las diferencias entre las cepas analizadas eran estadisticamente
significativas. Para ello se aplico el test no paramétrico de Mann-Whitney del programa SPSS
15.0 para Windows software (SPSS, Chicago, lllinois, EE.UU.).

16.9. Herramientas de edicién

En esta memoria se utilizaron los siguientes programas de edicién especificos de

biologia molecular o manejo de bibliografia:

— pDRAW (www.acaclone.com). Se utilizd para dibujar y editar plasmidos a partir de su

secuencia.
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— DNA Strider (CEA,Gif sur Yvette, Francia). Se empled para la edicion de las secuencias
de ADN vy proteinas.
— Genedoc (www.psc.edu.biomad.genedoc). Se utilizé para la edicion de los alineamientos.

— Referente Manager 11. Se uso6 para la gestion y edicion de la bibliografia.

[ 17. CASAS COMERCIALES Y PROVEEDORES

Amersham: Amersham Biosciences A.B, Uppsala, Suecia (www.amershambiosciences.com).

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

ATCC: The Global Bioresource Center; American Type Culture Collection., Manassas, Virginia,
EE.UU. (www.atcc.org).

Beckman Coulter: Beckman Coulter Espafa S.A., Madrid, Espafia (www.beckmancoulter.es).

Bio-Rad: Bio Rad Laboratories Inc., Hercules, California, EE.UU. (www.biorad.com).

Biotools: Biotools B y M Laboratories, Madrid, Espafia (www.biotools.net).

Difco: Difco Becton Dickinson, Sparks, Maryland, EE.UU. (www.difco.com).

Duchefa: Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Holanda (www.duchefa.com).

CABI: CABI Bioscience, Egham, Reino Unido (www.cabi.org).

CECT: Coleccion Espariola de Cultivos Tipo, Burjassot, Valencia, Espafia (www.cect.org).

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

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

Fujifilm: Fuji Photo Film Europa, Disseldorf, Alemania_(www.fujifilm.eu).

IBT: Instituttet for Bioteknologi, Lyngby, Dinamarca (www.ibt.unam.mx).

IMI: International Mycological Institute. CABI Bioscience, Egham, Reino Unido (www.cabi.org).

Innovartis: Innovartis. S.L., Madrid, Espafia. (www.innovartis.es).

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

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

Merck: Merck KGaA, Daarssen, Holanda (www.merck.com).

Millipore: Millipore, Billerica, Massachusetts, EE.UU (www.millipore.com).

MRC: Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, Ohio, EE.UU (www.mrcgene.com).

MSD: Merck Sharp and Dohme, Madrid, Espafia (www.msd.es).

NBT: NewBiotechnic S.A., Sevilla, Espafia_(www.nbt.es).
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Perkin-Elmer: Perkin-Elmer Inc., Tres Cantos, Madrid, Espafia (www.perkinelmer.com).

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

QBio Gene: QBio Gene, Montreal, Quebec, Canada (www.gbiogene.com).

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

Sigma Aldrich: Sigma-Aldrich Co., San Luis, Missouri, EE.UU. (www.Sigma-aldrich.com).

Stratagene: Stratagene, La Jolla, California, EE.UU. (www.stratagene.com).

TECAN: Tecan Group Ltd., Mannedorf, Suiza (www.tecan.com).

Teknokroma: Teknokroma, Barcelona, Espafia (www.teknokroma.es).

Thermo: Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia (www.thermofisher.com).

Tebu-bio: Tebu-bio Innovatible Lab Services and Reagents, Barcelona, Espafia (www.tebu-
bio.com).

Whatman: Whatman Laboratory Products Inc. Clifton, New Jersey, EE.UU.
(www.whatman.com).
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[ 1. SINTESIS DE TERPENOS: RESULTADOS PREVIOS

La mayoria de los antibioticos que se usan en la industria farmacéutica tiene su origen en
la microbiota del suelo y la rizosfera. La aplicacién clinica de los antibiéticos mas eficaces
requiere cepas microbianas superproductoras, capaces de secretar al medio cantidades
rentables de antibiético. En la rizosfera, sin embargo, no se encuentran esos mutantes
superproductores, sino cepas silvestres que liberan al medio cantidades significativamente
menores de metabolitos secundarios, muchos de ellos con potencial capacidad antibiética

cuando se dispensan a dosis mas altas.

En nuestro laboratorio se habian clonado y caracterizado, a partir de las ESTs 5784,
1610 y 3496, dentro del marco del proyecto TrichoEST, los genes hmgR, ergl y erg7, que
codifican, en la ruta de biosintesis de terpenos, la hidroximetil glutarii CoA reductasa, la
escualeno epoxidasa y la lanosterol ciclasa de T. harzianum T34, respectivamente (Figura 14)
(Cardoza y col., 2006b y 2007).
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Figura 14. Representacion esquematica de la ruta biosintética de terpenos. Los genes que codifican 3 hidroxi-3'-
metilglutaril-CoA reductasa (hmgR), escualeno epoxidasa (ergl) y lanosterol ciclasa (erg7), caracterizados en T.
harzianum CECT 2413, aparecen rodeados de una linea roja. Las lineas truncadas indican los puntos de la ruta
inhibidos por los antibiéticos lovastatina o terbinafina. El paso crucial de farnesil pirofosfato (FPP) a compuestos
sesquiterpénicos aparece rodeado por una linea verde. MVA (mevalonato), IPP (isopentil difosfato), DMAPP (dimetilalil
difosfato); GPP (geranil difosfato); GGPP (geranil geranil difosfato).

Antes de comenzar esta Tesis Doctoral, en nuestro grupo se habia construido una
minigenoteca de ADN gendmico de T. brevicompactum IBT 40841 en el vector lambda DASH Il

(Stratagene). Esta genoteca de ADN gendmico se utilizd para aislar el gen Tbtri5 de T.
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brevicompactum IBT 40841 y en su escrutinio se utilizé una sonda heterdloga que se obtuvo,
mediante PCR, a partir de T. arundinaceum ATCC 90237.

Por tanto, el punto de partida de este trabajo ha sido el gen Tbtri5, que codifica la
trichodieno sintasa de T. brevicompactum, enzima que cataliza la primera etapa de la ruta de

biosintesis de sesquiterpenos a partir de farnesil pirofosfato (FPP).

2. EL GEN Tbtri5 DE T. brevicompactum IBT 40841

La secuencia del gen Thtri5 tiene 1226 pb y al traducirla a aminoacidos se produce una
ruptura en la fase de lectura. La presencia de secuencias tipicas de procesamiento de intrones
en 5'y 3', y de formacién del lazo (Tabla 6), permitieron identificar la existencia de un intrén de
59 pb. La secuencia completa de la region génica clonada de Thtri5, incluye 367 pb de region
promotora, se muestra en el apéndice de esta memoria y se depositdé en la base de datos de

secuencias GenBank con el nimero de acceso FN356926.

Tabla 6. Intron del gen Tbtri5. Las secuencias consenso para hongos filamentosos estan tomadas de Ballance

(1986). Las bases que no coinciden con el consenso se indican en mindscula.

Inicio de procesamiento  Sitio de formacién del Fin de procesamiento

del intréon “lazo” del intrén
Consenso GTAHGTY WRCTRAC MYAG
Intrén de Tb GTAaGcT TGCTAAC TTAG

Tb: T. brevicompactum

2.1. Estudio de la secuencia del promotor de Thtri5

Se secuenciaron y analizaron 367 pb de la regién promotora del gen Tbtri5 de T.
brevicompactum IBT 40841 (también depositada en GenBank con el numero de acceso
FN356926). Al analizar in silico esta secuencia, en primer lugar se buscaron los elementos
fundamentales de una region reguladora de este tipo. En las posiciones -23 y -144 respecto al
codén de inicio, se localizaron dos secuencias que podrian ser posibles cajas TATA
(TATAGAC y TATACAA), pero ninguna de ellas se adapta exactamente a la secuencia
establecida 5°-TATA(T/A)A-3". En la secuencia del promotor estudiada se encontraron en las
posiciones -19, -61, -96 y -175 respecto al codon de iniciacion cuatro cajas 5-CAAT-3"; en
ellas se une el complejo trimérico HAP2/3/4, implicado en la regulacion de genes relacionados

con el metabolismo del carbono (Zeilinger y col., 2001).

90



Resultados

Se llevé a cabo un estudio tedrico para buscar sitios de unién a factores de transcripcion
cuyas secuencias consenso estan definidas. Se empled la aplicacion Matinspector usando la
base de datos TRANSFAC, restringida a hongos (Figura 15).

Se identificaron dos secuencia 5-HGATAR-3’, una de ellas en la cadena codificante
(-232) y la otra en la cadena complementaria (-259). Esta secuencia se ha descrito en A.
fumigatus y A. nidulans como sitio de unién a factores de transcripcion GATA, involucrados en
la expresion de genes sreA, los cuales reprimen la expresién de genes de biosintesis de
sideroforos, regulando asi el metabolismo del hierro (Power y col., 2006). Ademas, esta
secuencia esta implicada en la unién de factores de transcripccion (AreA o Nit2) relacionados
con el metabolismo del nitrégeno. En A. nidulans, AreA regula el metabolismo del nitrégeno en
respuesta a los niveles extracelulares de glutamina (Ravagnani y col., 1997). Su homdlogo en
N. crassa es Nit2 (Scazzocchio, 2000).

También se encontrdé una secuencia 5-AGGGG-3" en la cadena complementaria (-12).
En esta secuencia se unen las proteinas Msn2p y Msn4p, que estan implicadas en la tolerancia
a diferentes estreses en S. cerevisiae (Gorner y col., 1998). Se localizé una secuencia
5-GCCARG-3’ en la cadena codificante (-133), una zona de unién de la proteina PacC que, en

A. nidulans, esta implicada en la regulacién por pH (Tilburn y col., 1995).

Por otro lado, se identificd en la regién promotora del gen Thtri5 un sitio de unién para la
proteina TRI6 (5-CAAGGC-3"), en la posicién -299 respecto al coddn de iniciacion.

Ademas se encontraron, entre otros, posibles sitios de unién para los siguientes factores

de transcripcion:

- AbaA: regulador que interviene en la diferenciacion de los conidios y, por tanto, en la
activacion de genes implicados en el desarrollo (Andianopoulos y Timberlake, 1994;
Borneman y col., 2000).

- ABF-1 y ABF-C: regulador de genes implicados en la activacion transcripcional, el
silenciamiento génico, la replicacion y reparacién del ADN (Della y col., 1990).

- GCR1: regulador de genes glucoliticos (Uemura y col., 1997; Sasaki y col., 2005).

- GAL4 y LAC9: activadores que median la respuesta a la presencia de galactosa (Wray y
col., 1987; Brown y col., 2009).

- HSF: responsable de la regulacion de la expresion de las proteinas de choque térmico
(Fernandes y col., 1994; Akerfelt y col., 2007).

- MAT1: regulador que interviene en la diferenciacion sexual (Kjaerulff y col., 1997).

- MATa: regulador de la induccién de esporulacion (Kurischko y col., 1999).

- MCM1: regulador de genes implicados en el control del ciclo celular, en la sintesis de pared

celular, en el metabolismo celular, en la activacion de glicoproteinas secretadas bajo
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condiciones de estrés térmico y en el metabolismo de la arginina (Kuo y Granyhack, 1994).

Miembros de la familia MADS de factores trans, regulan los genes por interaccion con

distintos cofactores como a1, a2 y Ste12 (Mead y col., 2002).

- STE11: regulador de genes implicados en el control del ciclo celular, necesarios para la

reproduccién sexual entre dos células haploides (Kjaerulff y col., 2007).

- STRE: regulador transcripcional de genes de respuesta a estreses osmaéticos, térmicos u

oxidativos (Yoshikawa y col., 2008).

-397

TATA
HGATAR
AGGGG
ABF-1
ABF-C
AbaA
GAL4
GCR1
HSF
LAC9
MATa
MAT1
MCM1
PacC
STRE

Figura 15. Estudio de 367 pb de la region promotora del gen Thtri5 de T. brevicompactum IBT 40841. El nombre

que aparece al inicio de cada linea indica un factor de transcripcién. Este se representa por distintos simbolos a lo largo

de la secuencia. Si el simbolo aparece encima de la linea, la secuencia se encontr6 en la cadena codificante y

viceversa. Para mas detalles consultar el texto.

También se analizd el entorno del lugar de inicio de la traduccién, que presenta una

secuencia consenso caracteristica (Goldman y col., 1998). Las coincidencias se muestran en la

Tabla 7.

Tabla 7. Region adyacente al codén de iniciacion de la traduccion que aparece mas frecuentemente en

Trichoderma y la que presenta el gen Thtri5 (Goldman y col., 1998).

Secuencia concenso -5 -4 -3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 +5 +6
Trichoderma T/IC C A A A/IC A U G AlY T/G T/A
Tbtris T C A T C A U G G T T
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2.2. Andlisis de la estructura primaria, secundaria y terciaria de la proteina TbTRI5

La secuencia del gen Thtri5 tiene 1226 pb y al traducirla, teniendo en cuenta ya la
presencia del intron, se obtuvo una secuencia de 388 aminoacidos. El peso molecular teérico
de la proteina madura es de 44,93 kDa y su punto isoeléctrico tedrico de 5,26. La estructura
primaria de la proteina deducida consta de 41 aminoacidos basicos (K, R) (10,6%), 60 acidos
(D, E) (15,5%), 100 polares o hidrofilicos (N, C, Q, S, T, Y) (25,8%) y 177 hidrofébicos (A, F, G,
I, L, M, P, V, W) (45,6%). En la composicion de aminoacidos, el que se encuentra en mayor

proporcion es el acido glutamico (9,02%), seguido de leucina (7,5%) y de alanina (7,2%).

Al analizar in silico la secuencia de aminoacidos a través del programa SignalP V2.0, no
se detecto la presencia de un péptido sefal. Esto se explica si observamos el perfil hidropatico
de TbTRI5 (Figura 16), calculado segun el algoritmo de Kyte y Doolittle (Kyte y Dolittle, 1982).
La presencia de un péptido sefial se relaciona con un alto grado de hidrofobicidad en esa
region, y vemos que en esta proteina no hay un marcado caracter hidrofébico al principio de la
secuencia.

Un andlisis realizado con el programa ProP v.1.0 para determinar prepro-péptidos dentro

de la secuencia, reveld un sitio de corte en residuos de arginina o lisina.
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Figura 16. Representacion grafica del perfil hidropatico de TbTRI5 calculado mediante el algoritmo de Kyte y
Doolittle (Kyte y Dolittle, 1982).

Se realizé una prediccién in silico de la estructura secundaria de la proteina mediante el
programa PSIPRED (Figura 17). Se observé que en la estructura secundaria de TbTRI5
predominaban las regiones en hélices a (24) y solo se encontraron 4 regiones en hoja plegada

B. Ademas, el analisis de la secuencia de la proteina mediante la aplicacién ScanProsite revel6
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la presencia de posibles sitios de fosforilacion, glucosilacion y miristilacién en los siguientes

residuos (Figura 17):

- Fosforilacién por proteina kinasa C: treoninas 64 y 275, y serina 338.

- Fosforilacion por proteina kinasa Il: treoninas 17, 37 y 121, y serinas 30, 111, 162, 278, 322
y 354,

- Fosforilacion por tirosina kinasa: tirosina 31.

- Glucosilacién: asparragina 35.

- Miristilacion: glicinas 117 y 195.

1 MVELNDVPGEEEFPRAMYLETMVRLLDTVEL
31 YNDENMIFEBIDEERVECLKYAYAKAAEHFAQPH
61 VQETLKVPPKRMAAALKTIVGMECVYSWCRYV
91 SKEVMADLS | VTV TOEDDESIREEPABITMA

121 BWYEDLLNARPQAHGWWRLVNDFIPNVLRH
151 YGGYCQMNIIVIRISET IDFFQGCI EQHNFKGEF
181 RGSSDYPGFLRRINBILGHCVGSSIWPIELYV
211 DEEEHFLEITTAIAQMENWMVWTNDLFSFY
241 KEYFAERDQTSLVNNYVECEGITLDQALDK
271 LCKDTIRBISEEIITIQVFHDKDPKMYEILTRF
301 IQGYITWHLCDDRYRLVEVYEBJAGDDPVAQ
331 KFKKYAESARRVGAIDPARYCVPEBIVTELCE

368 RREMAKQSAGRSWDFGLGKIASKISSVARQ

Sitios de N-miristilaciéon

Sitio de N-glucosilacion Sitio de fosforilacion por caseina kinasa Il

Figura 17. Secuencia de la proteina TbTRI5 de T. brevicompactum IBT 40841, incluyendo la prediccion de su
estructura secundaria llevada a cabo con el programa PSIPRED (Jones, 1999). Se sefala con letras rojas el sitio
identificado como prepro-péptido segun el programa ProP v.1.0. Se han marcado con fondo amarillo las
conformaciones en hélice a y con fondo verde las conformaciones en hoja plegada 8. También se incluyen los posibles
sitios de fosforilacion, miristacion y  sulfatacion deducidos con el programa Scan  Prosite

(www.expasy.org/tools/scanprosite).

La secuencia total de la proteina TbTRI5 se comparé mediante el algoritmo FASTA con
las secuencias presentes en la base de datos UNIPROT. Las proteinas que presentaron un
mayor nivel de similitud con TbTRI5 se resumen el la Tabla 8. La mayor parte de estas

proteinas correspondian a trichodieno sintasas descritas en distintas especies de Fusarium,
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aunque la funcion de algunas de ellas era desconocida debido a que sus secuencias procedian

de proyectos de secuenciacion.

Tabla 8. Proteinas con mayor similitud de secuencia con TbTRI5. El analisis se llevd a cabo empleando el
algoritmo FASTA sobre la base de datos UNIPROT. Las proteinas estan ordenadas en funcién de su valor E. Id:
identidad.

Proteina Organismo N°aa E %ld N°acceso Referencia
Trichodieno

. Trichoderma arundinaceum 388 2,9e-179 99 Q6A1B7 (Gallo y col., 2004)
sintasa
T_riftJhodieno Fusarium asiaticum 383 7e-100 60,5 Q8NIH6 (Ward y col., 2002)
Sintasa
Trichodieno Stachybotrys chlorohalonata 383 22¢99 605 Q6YMS8
sintasa

. . Gibberella zeae

Trichodieno , _ 375 24e-97 60  Q76PE4
sintasa (Fusarium graminearum)

Fragmento de

trichodieno Stachybotrys chartarum 209 2,3e-64 67,3 Q6Y5A9
sintasa

Fragmento de

trichodieno Fusarium culmorum 211 1e-63 65,3 Q8J208 (Bakan y col.,2002)
sintasa

Fragmento de

trichodieno Stachybotrys chlorohalonata 211 2,2e-63 66,2 Q6Y5B2
sintasa

Fragmento de

trichodieno Fusarium sporotrichioides 199 7,1e-61 67,7 Q8J062
sintasa

(Nielssen y col.,
2004)

Fragmento de .
(Nielssen y col.,

trichodieno Fusarium poae 200 2,9e-60 67,2 Q8J1B4
. 2004)
sintasa
Fragmento de ) )
. ) Fusarium (Nielssen y col.,
trichodieno . 196 5,8e-57 67,6 Q6XPS9
. pseudograminearum 2004)
sintasa

Fragmento de
trichodieno Fusarium langsethiae 190 2,2e-57 67,4 Q8J0B3

sintasa

(Nielssen y col.,
2004)

En la Figura 18 se muestra el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de TbTRI5 y
algunas proteinas que aparecen recogidas en la Tabla 8, realizado con el programa Clustal X.
En dicho alineamiento se observan las tres regiones conservadas de estas proteinas que han
sido descritas en la bibliografia y que forman parte del centro catalitico en cepas de los géneros
Fusarium, Myrothecium y Stachybotrys, y que ademas han sido detectadas en T.

arundinaceum (Gallo y col., 2004, Degenkolb y col., 2008a).

La primera region conservada es un motivo rico en aspartatos DDXXD, Asp'®-Asp'®'-

X1°2-X1°3-Asp1°4, que se ha encontrado en todas las secuencias de terpeno ciclasas conocidas,
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excepto en el género Trichoderma, donde el acido glutdmico sustituye a uno de los tres
aspartatos (DDXXE), Asp'®-Asp'%-X""-X"2.Glu'®. La segunda region conservada se ha

identificado como WVNDLMSFYKE, Trp®®-Val®®*-Asn?**-Asp?*®-Leu®’-Met**®-Ser*?*-Phe®*-

231
-L

Tyr?®'-Lys®%-Glu*®, aunque en Trichoderma aparece como WXNDLXSYKE, cambios que

afectan a los aminoacidos de las posiciones 233 y 237 (Rynkiewicz y col., 2001). La tercera
secuencia conservada que se denomina "motivo basico", se identifica como XXRYR, X3%2-x3%-

304 305

Arg -Arg®®, y en el género Trichoderma se localiza entre las posiciones 311 y 315,

XX Arg® P Tyr*™-Arg®" (Cane y col., 1996; Rynkiewicz y col., 2001; Gallo y col., 2004).

-Tyr

Dentro de estas regiones se localizan residuos conservados en todas las terpeno
ciclasas y que forman parte del centro catalitico: D'® y D", participan directamente en la

225 8229 y E233

coordinacién y unién de iones metalicos como MgZ+; N , relacionados con la

quelacion de esos iones, los cuales son importantes en las interacciones enzima-pirofosfato; y

los residuos R*®* y Y*%

, implicados en la interaccion del sustrato (farnesil) con el difosfato
(Rynkiewicz y col., 2001). En Trichoderma dichos residuos corresponden a las posiciones D%,

D110 N235 8238 E242 R313yY314.

Se estudid la estructura de dominios de TbTRI5 en la base de datos SMART

(http://smart.embl.de) y se encontré6 un dominio Fapy_DNA glyco (Formamidapirimidina-DNA

glicosilasa N-terminal) que se extendia desde el aminoacido 55 hasta el 156 y que esta
implicado en la reparacion, mediante la escision de bases, del ADN danado por oxidacion o por
agentes mutagenos. La prediccion de la estructura terciaria para la proteina TbTRI5 se realizé
con el programa ESyPred3D v1.0 por comparacién con la cadena “A” de la trichodieno sintasa
cristalizada de F. sporotrichioides (1JFG), con un indice de similitud del 54,8% (Figura 19). Se
utilizé la secuencia de aminoacidos de la region comprendida entre E' y Q*2. El modelo
obtenido para TbTRI5 muestra una disposicién tipica en hélice a, comun a todas las terpeno
ciclasas que se han descrito hasta ahora. Este tipo de dominios definen un sitio activo cénico e
hidrofébico que esta constituido por las tres regiones conservadas anteriormente descritas y
donde se localizan los residuos que componen el centro catalitico de la proteina (sefialados en
la Figura 19). Los sitios de unién y quelaciéon de iones Mg2+ se encuentran en las partes
laterales de la hendidura, y el sitio de union al sustrato se localiza en la base de la hendidura

formada por el “motivo basico” (Rynkiewicz y col., 2001).
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Figura 18. Alineamiento y comparacién de la secuencia de aminoacidos de TbTRI5 de T. brevicompactum IBT

40841 con trichodieno sintasas descritas en diversos hongos. Trichoderma arundinaceum (AJ784992), Fusarium
sporotrichiodes (AY130293), Gibberella zeae (EF661664), Myrothecium roridum (AF009416), Stachybotrys chartarum
(AF053926), Neosartorya fischeri (XM_001266525) y Aspergillus niger (XM_001389926). Las tres regiones
conservadas descritas en la bibliografia aparecen marcadas en recuadros rojos. Los aminoacidos conservados en
todas las trichodieno sintasas que forman parte del centro activo de la proteina aparecen marcados con un asterisco

(*). El alineamiento se llevé a cabo con el programa Clustal X (Thompson y col., 1994).
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&

Figura 19. Modelo teérico de la estructura tridimensional de la proteina TbTRI5 utilizando el programa

DeepView-Swiss-PdbViewer (ESyPred3D v1.0). En amarillo se representan los motivos conservados en las
diferentes especies de hongos, dentro de los cuales se sefialan los aminoacidos que constituyen el sitio catalitico de la

enzima. La hendidura que forma el sitio catalitico de la enzima esta representada con una linea roja discontinua.

El destino celular mas probable de TbTRIS se simuld mediante el uso del programa
PSORT Il (Nakai y Horton, 1999) que le asigné una ubicaciéon citoplasmatica, con una
probabilidad del 65,2%.

2.3. Andlisis filogenético

Se llevd a cabo un analisis filogenético, tras un alineamiento de Tbtri5 con otras
secuencias de genes que codifican trichodieno sintasas depositadas en la base de datos
GenBank. En los alineamientos se incluyeron 7 genes de ascomicetos y uno de planta. En la
Figura 20 se muestra el arbol filogenético neighbour-joining (NJ), basado en distancias, y
valores de un analisis bootstrap procedentes de 1000 repeticiones. En el arbol se observan dos
cuerpos principales, uno donde se sitian las secuencias de ascomicetos y otro donde se situa
la secuencia de planta. Ademas, la secuencia de A. niger, que codifica una hipotética
trichodieno sintasa, quedd separada de la del resto de ascomicetos. La secuencia de Thtri5 de
T. brevicompactum IBT 40841 se agrupd con la de tri5 de T. arundianceum (Gallo y col., 2004)

formando un subgrupo soportado por un valor bootstrap del 100%.
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Figura 20. Arbol neighbour-joining del gen tri5. El gen Thtri5 de T. brevicompactum IBT 40841 se aline6 con 7

secuencias de genes que codifican trichodieno sintasas (6 de ascomicetos, en naranja, y 1 de planta, en verde) y 1
secuencia de otro ascomiceto, A. niger, que codifica una hipotética trichodieno sintasa (XM_001393537) (en azul). El
alineamiento se llevé a cabo con el programa Clustal X (Thompson y col., 1994) y el arbol NJ se obtuvo utilizando el
programa MEGA V4 (Kurmar y col., 2008). Los nimeros en las ramas indican los valores bootstrap procedentes de un
analisis de 1000 repeticiones. A la derecha de cada especie aparece su numero de acceso en la base de datos

GeneBank. La barra representa 20 sustituciones por cada 100 nucledétidos.

2.4. Estudio de la expresion del gen Tbtri5

El patron de expresion del gen Tbtri5 se analizé mediante Real-time PCR. Para ello se
utilizaron 0,5 yL de ADNc obtenidos a partir de ARN total extraido de micelio de T.
brevicompactum IBT 40841 crecido en MM, sin glucosa, durante 1, 3 6 7 dias, bajo distintas
condiciones de cultivo, tal y como se describe en el apartado 4.1.3 de Materiales y Métodos. Se
utilizaron condiciones de induccion que simulaban situaciones de estrés abidtico como: 15°C de
temperatura, valores de 4 U 8 de pH y diferentes valores de humedad utilizando para ello 0,025,
0,1 6 1% de (dlicerol. También se cultivd T. brevicompactum IBT 40841 bajo diferentes
condiciones de estrés oxidativo: 0,2 6 0,5 mM de H,0,, 6 0,2 6 0,5 mM de paraquat; o estrés
nutricional: 1 6 2% de sacarosa. Todas estas condiciones de crecimiento fueron en ausencia de
glucosa, excepto cuando se analizd su presencia, incluyéndola al 1 6 2% en el medio de
cultivo. La amplificacion del ADNc se llevé a cabo con los oligos Tri5Tb-5 y tri5-3 y como control

de carga el gen de la p-tubulina.

Las condiciones en las que se llevaron a cabo las amplificaciones por Real-time PCR

fueron idénticas en todos los casos. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 21.

Los mayores niveles de transcrito del gen Thtri5 se detectaron en cultivos de 3 dias de la
cepa IBT 40841 en presencia de 0,2 6 0,5 mM de H,0O,, 2% de glucosa y 0,1% de glicerol.
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También se pudo observar un pequefio incremento en los niveles del transcrito tras cultivar el
hongo durante 1 dia a pH 8; durante 3 dias en presencia de sacarosa 2% o glicerol 1%, o
durante 7 dias en presencia de glucosa 1% o de paraquat 0,2 6 0,5 mM. En el resto de las

condiciones de crecimiento analizadas no se observd incremento en los niveles de transcrito
(Figura 21).
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Figura 21. Analisis de expresion del gen Tbtri5 de T. brevicompactum IBT 40841 mediante Real-time PCR. El
experimento se realizdé con 0,5 pL de ADNc obtenido a partir de ARN total extraido de micelio de la cepa IBT 40841
crecida en MM (Penttila y col., 1987) bajo las siguientes condiciones: glucosa (g) 0, 1 6 2%; sacarosa (s) 1 6 2%,
glicerol (gy) 0,025, 0,1 6 1%; H,O, (h) 0,2 6 0,5 mM; 15°C; pH 4 u 8; y paraquat (p) 0,2 6 0,5 mM. Los micelios se
recogieron a 1, 3 6 7 dias de crecimiento de la cepa IBT 4084 1. Como control de carga se utilizé el gen de la B-tubulina.
Se tomo como valor de la condicién basal 2°4%'=1.

Ademas, se analiz6 como la presencia de un agente con caracteristicas antioxidantes
como puede ser el acido ferulico o el tirosol, afectaba al crecimiento del hongo y a la expresién
del gen Tbtri5. El efecto sobre el crecimiento se analizé tras cultivar T. brevicompactum IBT
40841 durante 4 dias a 28°C en PDA al que se afadieron, o no, 0,25, 1 6 5 mM de acido
ferulico o de tirosol. El nivel de expresion del gen Thtri5 se analizé mediante Real-time PCR y
se utilizaron 0,5 yL de ADNc obtenido a partir de ARN total extraido de micelio de T.
brevicompactum IBT 40841 crecido en MM, sin glucosa, durante 1, 3 6 7 dias, en presencia de
0, 0,25, 1 6 5 mM de acido ferulico o de tirosol. La amplificacion del ADNc se llevé a cabo con

los oligos Tri5Tb-5 y tri5-3 y como control de carga se utilizo el gen de la B-tubulina.

El crecimiento de la cepa IBT 40841 fue similar en ausencia de acido ferulico como

cuando éste estuvo presente en el medio a las concentraciones de 0,25 6 1 mM. Sin embargo,
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en los medios de cultivos suplementados con acido ferulico a concentraciones de 5 mM se
observé una completa inhibicion del crecimiento del hongo. Por otro lado, no se observd ningun
efecto sobre el crecimiento del hongo, en comparacion con los cultivos control, cuando el

medio se suplemento con tirosol a cualquiera de las concentraciones ensayadas (Figura 22).

Figura 22. Crecimiento de la cepa T. brevicompactum IBT 40841 en medio de cultivo PDA suplementado, o no,
con acido ferulico o tirosol. Control de crecimiento (A y E), acido ferulico 0,25 mM (B), acido ferulico 1 mM (C), acido
fertlico 5 mM (D), tirosol 0,25 mM (F), tirosol 1 mM (G), tirosol 5 mM (H).

Los mayores niveles de transcrito del gen Tbtri5 se detectaron tras crecer el hongo
durante 1 dia en presencia de 0,25 mM de acido ferulico o de tirosol (Figura 23). Para todas las
condiciones ensayadas, se observa como los niveles de expresiéon disminuyen con el tiempo (3
y 7 dias de crecimiento). Y, también, como disminuye la expresion del gen cuando se aumenta
la concretacion de acido ferulico o de tirosol hasta 1 6 5 mM. A igualdad de concentracion y de
tiempo, se observa como el acido ferulico afecta en mayor medida a la expresién del gen que el

tirosol.
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Figura 23. Andlisis de expresion del gen Tbtri5 de T. brevicompactum IBT 40841, en presencia o no de glucosa,
o de un agente antioxidante, mediante Real-time PCR. El experimento se realiz6 con 0,5 yL de ADNc obtenido a
partir de ARN total extraido de micelio de la cepa IBT 40841 crecida en MM (Penttila y col., 1987) bajo las siguientes
condiciones: 0% glucosa (g) 3 dias (condicion basal); 2% glucosa (g); 0,25, 1 6 5 mM de acido ferulico (af) o de tirosol
(ti). Los micelios se recogieron a 1, 3 6 7 dias de crecimiento de la cepa IBT 40841. Como control de carga se utilizé el

gen de la B-tubulina. Se tomé como valor de la condicién basal 2724'=1.

2.5. Analisis Southern de Thtri5. Presencia en otras cepas de Trichoderma

Se realizé un experimento tipo Southern para determinar el nimero de copias del gen
Tbtri5 en el genoma de T. brevicompactum IBT 40841. Se utilizaron 10 uyg de ADN gendmico,
obtenidos segun se recoge en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos, y se digirieron con la
enzima BamHI. Como sonda se empled un fragmento de 650 pb del gen, amplificado mediante

PCR con los oligos Tri5Tb-5 y tri5-3, marcado con digoxigenina (Figura 24).

Tras hibridar y lavar la membrana, en condiciones restrictivas (65°C), se observd una
Unica banda con el ADN de la cepa T. brevicompactum IBT 40841 digerido con BamHlI, sin
diana nucleotidica dentro de la sonda utilizada. Este resultado sugiere la presencia de una
Unica copia del gen Thtri5 en la cepa silvestre.

Ademas, mediante Southern se analizé la presencia de un gen homdlogo en otras
especies del género Trichoderma. Se empled ADN gendmico de las cepas T. atroviride T11, T.
asperellum T25, T. harziaunum T34, T. harzianum T22, T. longibrachiatum T52 y T. virens T59,
digeridos con las enzimas BamHI o Xhol. El protocolo de extraccion de ADN gendmico se

recoge en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos. Como sonda se empleé un fragmento de
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650 pb del gen, amplificado mediante PCR con los oligos Tri5Tb-5 y tri5-3, marcado con

digoxigenina.

Figura 24. Analisis tipo Southern del gen Tbtri5 de T.

23130 — i E brevicompactum IBT 40841. EI ADN se digirié con la enzima
:45;87: _> oK BamHI, y la hibridacién se realizé en condiciones restrictivas
4981 ’ i usando un fragmento de 650 pb del gen Tbtri5 como sonda. La
2322 — : presencia del gen enddégeno Thtri5 se indica con una flecha

2027 —

: negra. A la izquierda se representa el marcador de tamafios

E moleculares de ADN A/Hindlll (Roche Applied Science).
564— B

Tras hibridar y lavar la membrana, en condiciones restrictivas (65°C), se observé una
Unica banda en los carriles correspondientes al ADN de las cepas T. virens T59, T.
longibrachiatum T52, T. harzianum T34, T. harzianum T22 y T. atroviride T11 digeridos con
Xhol o BamHI, sin diana nucleotidica dentro de la sonda utilizada. Se observé una banda de
hibridacion muy débil en los carriles que contenian el ADN de T. asperellum T25 digeridos con
Xhol o BamHI. Este resultado sugiere la presencia de un gen homélogo a Tbtri5 en todas las

cepas analizadas (Figura 25).

Xhol BamH1
T59 T52 T34 T25 T22 T11 T59 T52 T34 T25 T22 T11

Figura 25. Analisis tipo Southern del gen Tbtri5 de T. brevicompactum IBT 40841 en las cepas T. virens T59, T.
longibrachiatum T52, T. harzianum T34, T. asperellum T25, T. harzianum T22 y T. atroviride T11. El ADN se
digirié con las enzimas BamHI o Xhol, y la hibridacion se realizé6 en condiciones restrictivas usando 650 pb del gen
Tbtri5 como sonda. A la izquierda se representa el marcador de tamafios moleculares de ADN A/ Hindlll (Roche

Applied Science).
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3. ANALISIS FUNCIONAL DEL GEN Tbtri5 DE T. brevicompactum IBT 40841

El analisis funcional del gen Thtri5 de T. brevicompactum IBT 40841 se realiz6 mediante

una sobreexpresion homdloga.

3.1. Obtenciéon de cepas de T. brevicompactum IBT 40841 que sobreexpresan el gen
Tbtri5

Para obtener cepas de T. brevicompactum IBT 40841 que sobreexpresan el gen que
codifica la proteina TbTRI5 de esta misma cepa, se llevd a cabo una transformacion con A.
tumefaciens AGL1, que previamente se habia transformado por electroporacion con el
plasmido pURSPT5. De manera resumida, se utilizé el plasmido pAN52-1 para insertar el gen
Tbtri5 de T. brevicompactum IBT 40841, aislado por PCR de la propia cepa, y sacar el cassette
de expresiéon (denominado SPT5) que, a su vez, se cloné en el vector pUR5750, dando lugar al
plasmido pURSPT5, que se utilizé para transformar la cepa de A. tumefaciens AGL1. El
proceso detallado de la construccion de este plasmido se recoge en el apartado 6.1 de

Materiales y Métodos.

La transformacién de T. brevicopactum IBT 40841 con A. tumefaciens AGL1 se realizd
segun los protocolos detallados en el apartado 7.2. Inicialmente, los 45 transformantes
obtenidos se confirmaron tras sucesivas rondas de crecimiento, en medio TSA selectivo (100
pg/mL de higromicina y cefotaxima 300 pg/mL, para eliminar las células de A. tumefaciens) y
medio TSA no selectivo (sin antibidtico). Y, se seleccionaron diez transformantes para los

estudios posteriores.

3.2. Caracterizacion de las cepas transformadas con pURSPT5

3.2.1. Comprobacién y seleccién de los transformantes

En primer lugar, se analizd la integracién del vector pURSPT5 en el genoma de T.
brevicompactum IBT 40841. Para ello, se extrajo el ADN gendmico de la cepa IBT 40841 y de
los diez transfomantes, denominados Tb1tri5, Tb25tri5, Tb30tri5, Tb32tri5, Tb37tri5, Tb38tri5,
Tb39tri5, Tb40tri5, Tb41tri5 y Tb43tri5, y se realiz6 una PCR para comprobar si llevaban el
cassette de expresion. Se utilizaron los oligonucleétidos ble y tri5-3, que amplificaron un
fragmento de 720 pb correspondiente a: parte del fragmento del gen Thtri5 y parte del gen hph
que confiere la resistencia a higromicina. La PCR resultd positiva para nueve de los diez

transformantes (Figura 26), es decir, para todos excepto para la cepa Tb371ri5.

104



Resultados

pb M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 26. Productos de PCR obtenidos a partir de amplificaciones de ADN genémico de T. brevicompactum
IBT 40841 (carril 1) y de diez cepas transformantes (carriles 2-11) con los oligos ble y tri5-3. M: marcador XIV
DNA ladder (Roche Applied Science).

Con el objeto de reducir el numero de transformantes con los que llevar a cabo los
siguientes estudios, se analiz6 su actividad antimicrobiana frente a las levaduras S. cerevisiae
CECT 1383 y K. marxianus CECT 1018, como se indica en el apartado 12.1 de Materiales y
Métodos. En este bioensayo se seleccioné el transformante Tb41tri5, el cual mostré mayor
actividad que la cepa silvestre IBT 40841. Ademas de este transformante, se seleccionaron el
Tb38tri5 y Tb40tri5 que mostraron una actividad similar a aquella observada para la cepa

silvestre.

Para analizar la actividad antilevadura se cultivaron los transformantes Tb38tri5, Tb40tri5
y Tbh41tri5, y la cepa silvestre IBT 40841 en PDB durante 14 dias. Como se muestra en la
Figura 27, el transformante Tb41tri5 mostraba entre un 50-62% mas actividad frente a S.
cerevisiae CECT 1383 que la cepa silvestre (Figura 27 A) y entre un 60-80% mas frente a K.
marxianus CECT 1018 (Figura 27 B). Mientras que los transformantes Tb38tri5 y Tb40tri5
mostraban actividades antilevadura similares a las observadas para la cepa silvestre (Figura 27
AyB).

3.2.2. Confirmacion de los transformantes: analisis tipo Southern

Una vez seleccionados los transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, que se incluirian
en otros estudios, se realizaron analisis tipo Southern para conocer el nimero de copias del
cassette de transformacién que se habian integrado en el genoma de esas cepas. Por un lado,
se digirieron 10 ug de ADN de la cepa silvestre, de la cepa transformada con el plasmido vacio
y de los tres transformantes seleccionados con la enzima BamHI, que corta una vez en el gen
Thbtri5, y se hibridaron con un fragmento del gen Tbtri5 (650 bp), marcado con digoxigenina.
Las bandas adicionales observadas con el ADN de las tres cepas transformantes y que no
estaban presentes en los carriles donde se incluyé ADN de la cepa silvestre o ADN de la cepa
transformada con el plasmido vacio confirmaban que esas cepas eran transformantes y que, en

su genoma, se habia intregado una copia del cassette de transformacion (Figura 28 A). Por
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otro lado, en hibridaciones realizadas con ADN de la cepa silvestre y de los tres
transformantes, digerido con Bglll o BamHI e hibridado con el gen hph que codifica la
higromicina, que no tiene diana para ninguna de las dos enzimas citadas, se detectaron varias
sefales en los carriles donde se incluyéo el ADN de los transformantes que no estaban
presentes en el carril donde se incluy6 el ADN de la cepa silvestre (Figura 28 B y C). Aunque
se observaron varias sefiales de hibridacion con el ADN de las cepas transformantes, algunas
de ellas podrian ser debidas a sobredigestiones ya que los tamafios de banda esperados eran

de 4109 pb, con la enzima Bglll, y 3937 pb, con BamHI.
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Figura 27. Bioensayo de actividad de la cepa silvestre IBT 40841 y los transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y
Tb41tri5 frente a las levaduras S. cerevisiae CECT 1383 (A) y K. marxianus CECT 1018 (B). Los resultados se
expresan como diametro en mm de los halos de inhibicion formados. Las cepas se crecieron en medio PDB durante 14

dias, y en el ensayo se incluyeron 60 6 90 pL de sobrenadante de cultivo.
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Figura 28. Andlisis tipo Southern de transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5 de T. brevicompactum IBT
40841. (A) ADN de cepa silvestre (carril 1), cepa transformada con el plasmido vacio (carril 2), Tb38tri5 (carril 3),
Tb40tri5 (carril4) y Tb41tri5 (carril 5) digerido con BamHI e hibridado, en condiciones restrictivas, con un fragmento del
gen Thbtri5. Marcador (M): AHindlll. (B) ADN de transformantes Tb38tri5 (carril 1) y Tb40tri5 (carril 2) digerido con la
enzima Bglll. Marcador (M): LEcoRI/HindlIl. Se utilizaron 10 ug de ADN y se hibridaron, en condiciones restrictivas, con
el gen hph que codifica la higromicina. (C) ADN de cepa silvestre (carril 1) y del transformante Tb41tri5 (carril 2)
digerido con BamHI. Marcador (M): AHindlll. Se utilizaron 10 ug de ADN y se hibridaron, en condiciones restrictivas,

con el gen hph que codifica la higromicina.

3.2.3. Analisis de la expresién de Thtri5 en los transformantes seleccionados

Con objeto de conocer si la introduccion de copias extra del gen Tbtri5 en el genoma de
T. brevicompactum IBT 40841 incrementaba los niveles del transcrito de Tbtri5, éstos se
midieron mediante Real-time PCR (como se indica en el apartado 9.3.3 de Materiales y
Métodos). Cepa silvestre y transformantes (Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5) se cultivaron, durante
3 dias, bajo aquellas condiciones de crecimiento donde mas expresion del gen se habia
detectado cuando se analizé la expresion en la cepa silvestre: MM (Penttild y col., 1987), sin

glucosa, suplementado con glucosa al 2% o suplementado con H,O, 0,2 mM.

El ARN total se retrotranscribié utilizando oligo (dT)5s (como se indica en el apartado
9.3.2 de Materiales y Métodos). EI ADNc, asi generado, se utiliz6 como molde en diferentes
reacciones de PCR. Se utilizaron los oligonucleétidos Tri5Tb-5 y tri5-3, disefiados en la zona
inicial y central del gen; y como control interno se utilizé el gen que codifica la B-tubulina,

usando los oligos Tub-r y Tub-f. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 29.
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Figura 29. Expresion del gen Thtri5, mediante Real-time PCR, en tres transformantes que sobreexpresan el gen
(Tb38tri5, Tb40tri5 y Tbh41tri5). Las cepas se incubaron durante 3 dias en MM (Penttila y col., 1987), sin glucosa (g),
suplementado con glucosa (g) al 2% o suplementado con H,O, (h) 0,2 mM. Como control de carga se utilizé el gen de la
B-tubulina. Como condicién basal se utilizaron los niveles detectados en la cepa silvestre, IBT 40841, incubada bajo
idénticas condiciones. Se tomé como valor de la condicion basal 2% =1,

Los tres transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5 mostraron mayores niveles de
expresion del gen Tbtri5 que la cepa silvestre IBT 40841, bajo las tres condiciones de cultivo
ensayadas. Ademas, fueron especialmente altos los niveles de transcrito detectados en el
transformante Tb41tri5 (Figura 29).

Por otro lado, se estudié como afectaba al crecimiento de los transformantes la presencia
de un agente antioxidante en el medio de cultivo. Teniendo en cuenta los resultados que
habiamos obtenido para la cepa silvestre, los transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5 se
incubaron, durante 3 dias, en medio PDA suplementado con acido ferulico o tirosol, 0,25, 16 5
mM. El crecimiento de la cepa silvestre no se inhibia en presencia de 0,25 6 1 mM de acido
ferdlico, y lo hacia en un 100% en presencia de 5 mM de este acido. Sin embargo, el
crecimiento de los tres transformantes se inhibia en un 50% en presencia de 1 mM de acido
ferdlico. En presencia de 0,25 6 5 mM de acido ferulico el crecimiento era similar en la cepa
silvestre y los tres transformantes. No se apreciaron diferencias de crecimiento entre cepa

silvestre y transformantes en presencia de 0,25, 1 6 5 mM de tirosol.

También se analizé en los tres transformantes, como afectaba a la expresion del gen
Thbtri5 cuando se crecian durante 1 6 3 dias en presencia de concetraciones de 0,25 6 5 mM de
tirosol (Seccion 4.1.3 de Materiales y Métodos). En la Figura 30 se muestran los niveles de

transcrito detectados mediante Real-time PCR en los 3 transformantes analizados respecto a
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los detectados en la cepa silvestre. De forma general para los tres transformantes, se observa
que los niveles de Thbtri5 disminuyen a medida que aumenta la cantidad de tirosol en el medio
de cultivo; y, a su vez, esa disminucién en la expresion del gen se observa tanto en cultivos de

1 como de 3 dias.
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Figura 30. Expresion del gen Tbtri5 en los transfomantes Tb38tri5 (A), Th40tri5 (B) y Tbh41tri5 (C) crecidos en
presencia glucosa (g) al 2% o de tirosol (ti). Los hongos se incubaron durante 1 6 3 dias en presencia de 0,25 6 5
mM de tirosol. Como control de carga se utilizo el gen de la B-tubulina. Como condicién basal se utilizaron los niveles

detectados en la cepa silvestre, IBT 40841, incubada bajo idénticas condiciones. Se tomé como valor de la condicién

basal 2°24'=1.

3.2.4. Influencia de la sobreexpresion de Tbtri5 en la produccion de metabolitos
secundarios

Con objeto de conocer el efecto que tenia la sobreexpresion del gen Tbtri5 en el
metaboloma de T. brevicompactum IBT 40841, se analizé la produccion de metabolitos

secundarios en la cepa silvestre IBT 40841 y en el transformante Tb41tri5, por ser éste el
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transformante en el que se detectaron los mayores niveles del transcrito de este gen. Este
estudio se realiz6 en colaboracién con el grupo de investigacion del Prof. Isidro G. Collado
(Universidad de Cadiz).

La cepa silvestre y el transformante se incubaron, durante 14 dias, bajo las condiciones
descritas en el apartado 11.1 de Materiales y Métodos. Pasado este tiempo se filtraron los
medios para eliminar el micelio y se realizé la extraccién del sobrenadante con acetona. Los
extractos acetonicos se concentraron a vacio en rotavapor, eliminando la acetona, y el medio
acuoso se sometid a extraccion liquido-liquido con acetato de etilo. Las muestras se
evaporaron a sequedad y los pesos de los extractos obtenidos fueron de 70 mg tanto para la

cepa silvestre como para el transformante Tb41tri5.

A continuacién, los extractos de ambas cepas, silvestre y Tb41tri5, se estudiaron
comparativamente mediante cromatografia de capa fina con diferentes reveladores. Para la
deteccion de metabolitos se utilizé luz UV, observandose mejores resultados cuando se usaron
los reveladores de acido fosfomolibdico o vainillina. En este sentido, los resultados mostraron
un patrén de manchas similares, aunque en el extracto correspondiente al transformante
Tb41tri5 se observaron manchas mas intensas, lo cual implica una mayor concentracién de

metabolitos en el extracto de esta cepa (Figura 31).

Figura 31. Cromatografia de capa fina de los
extractos de la cepa silvetre T. brevicomapctum IBT
40841 y del transformate Tb41tri5 utilizando
vainillina como revelador. Extracto de IBT40841 (1),
extracto de Tb41tri5 (2), control de trichodermina (3),
control de tirosol (4). Las flechas roja y azul sefialan las
manchas correspondientes a trichodermina y tirosol,

respectivamente

Con objeto de aislar esos productos diferenciales, los crudos de fermentacion se
percolaron mediante cromatografia en columna. La elucién se realizé6 con fases moviles,
usando como eluyentes mezclas de acetato de etilo/hexano de polaridad creciente desde un

5% a un 100% en acetato y finalmente con metanol.
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Las tres fracciones obtenidas se purificaron mediante HPLC, utilizando una columna
semipreparativa o analitica, flujo de 1,0 mL/minuto y una mezcla de hexano/acetato de etilo al
40% como eluyente. Los metabolitos aislados a partir de 70 mg de extractos de ambas cepas y
las cantidades obtenidas de cada uno de ellos se describen en la Tabla 9, observandose un
incremento significativo en la produccién de trichodermina en la cepa Tb41tri5 respecto a la

cantidad de este metabolito que se aislé en la cepa silvestre.

Tabla 9. Metabolitos purificados por HPLC a partir de cultivos de la cepa silvestre IBT 40841 y del

transformante Th41tri5 en medio PDA durante 14 dias de incubacion.

Metabolitos IBT 40841 Tb41tri5
Trichodermina 7,91 mg 22,63 mg
Tirosol 3,52 mg 5,32 mg
Hidroxitirol 2,3 mg 0,04 mg
Total extracto 70 mg 70 mg

En el estudio RMN se observd que estos tres compuestos presentaron constantes fisicas
y espectroscopicas idénticas a los correspondientes espectros descritos en la bibliografia para

la trichodermina y los feniletanoles, tirosol e hidroxitirosol.

En la Figura 32 se representan los espectros RMN-"H y RMN-"C de la trichodermina.
Igualmente, en las Figuras 33 y 34 se representan los espectros RMN-"'H y RMN-"C del tirosol
e hidroxitirosol, respectivamente. Los datos correspondientes a las sefales espectrales RMN-
H y RMN-"°C de cada una de estas tres moléculas se detallan en los paneles C de cada una

de éstas tres figuras.
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7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

C Compuesto A (Trichodermina): RMN-'H (400 MHz, CDCI3) d ppm 5.55
(dd, J = 7.86, 3.66 Hz, 10H), 5.39 (ddd, J = 5.48, 2.92, 1.47 Hz, 8H), 3.80 (d,
J =5.23 Hz, 8H), 3.58 (d, J = 5.49 Hz, 10H), 3.46-3.38 (m, 1H), 3.10 (d, J =
4.04 Hz, 9H), 2.81 (d, J = 3.62 Hz, 10H), 2.52 (dd, J = 15.44, 7.88 Hz, 10H),
2.36-2.18 (m, 1H), 2.17-1.78 (m, 8H), 1.76-1.19 (m, 61H), 0.81 (d, J = 86.52
Hz, 7H), 0.58-0.49 (m, 1H), 0.09-0.01 (m, 1H).

RMN-3C (CDCI3) d ppm 171.070, 140.318, 118.695, 79.227, 77.418,
77.100, 76.783, 75.194, 70.618, 65.631, 49.029, 47.970, 40.529, 36.778,
28.094, 24.564, 23.355, 21.252, 16.098, 5.916

Figura 32. Espectros de RMN del compuesto A (trichodermina) 4B-acetoxi-12,13 epoxitrichoteco-9-eno. Espectro
de RMN-"H (A). Espectro de RMN-">C (B). Interpretacion de los picos obtenidos (C).
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ppm

C Compuesto B (Tirosol): RMN-'H (400 MHz, CD30D) d ppm 7.09-6.95 (m,
1H), 6.94-6.86 (m, 1H), 6.76-6.62 (m, 1H), 6.54-6.46 (m, 1H), 4.85 (s, 1H),
3.90-3.80 (m, 1H), 3.74-3.60 (m, 1H), 3.55-3.45 (m, 1H), 3.30 (td, J = 3.32,
1.67 Hz, 1H), 2.90-2.82 (m, 1H), 2.70 (dd, J = 8.68, 5.75 Hz, 1H), 1.36 (s,
1H)

RMN-'3C (CD30OD) d ppm 156.786, 131.053, 130.910, 130.892, 116.160,
64.629, 49.726, 49.689, 49.508, 49.476, 49.261, 49.081, 49.050, 48.837,
48.623, 48.409, 39.469, 39.441

Figura 33. Espectros de RMN del compuesto B (Tirosol) 4-(2-hidroxietil) fenol. Espectro de RMN-"H (A). Espectro
de RMN-"2C (B). Interpretacion de los picos obtenidos (C).
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Compuesto C (Hidroxitirosol): RMN-'H(300 MHz, CD30D) d ppm 6.80-
6.50 (m, 3H), 4.19 (t, 2H), 2.76 (t, 2H).

MRN-'3C (CD30D) d ppm 144.37, 142.85, 130.03, 119.46, 115.31, 114.54,
114.36, 62.83, 47.75, 47.58, 47.48, 47.41, 47.31, 47.24, 47 .14, 47.07, 46.90,

46.73, 37.88.

\_

_/

Figura 34. Espectros de RMN del compuesto C (Hidroxitirosol) 2-(3,4-dihidroxifenil) etanol. Espectro de RMN-'H

(A). Espectro de RMN-"3C (B). Interpretacion de los picos obtenidos (C).
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3.2.5. Ensayos de actividad antimicrobiana

Con objeto de investigar si la sobreexpresion del gen Tbtri5 en la cepa T.
brevicompactum IBT 40841 afectaba a su actividad antimicrobiana, la cepa silvestre y los
transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5 se incluyeron en diferentes ensayos para

comparar su actividad.

3.2.5.1. Ensayos con extractos aceténicos en medio solido

En este ensayo, que se describe en el apartado 12.2.2 de Materiales y Métodos, se
utilizaron extractos aceténicos que se habian obtenido a partir de sobrenadantes de cultivo de
las cepas T. brevicompactum IBT 40841, Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, crecidas en dos medios
de cultivo diferentes, PDB y CYS80. Se evalud la actividad antimicrobiana de las mismas frente
a dos levaduras procedentes de la CECT y frente a un panel de microorganismos de la
coleccion de MSD, que incluye patdgenos clinicos y cepas control de laboratorio. La actividad
antimicrobiana detectada, en medio solido, con los diferentes extractos aceténicos de las
distintas cepas de T. brevicompactum, frente a bacterias y frente a hongos se muestra en las

Tablas 10 y 11, respectivamente.

Todos los extractos acetonicos ensayados mostraron capacidad para inhibir, al menos, a

dos de los microorganismos incluidos en el panel.

De forma general, los extractos aceténicos obtenidos a partir de cultivos en medio PDB
mostraron mayor actividad que aquellos procedentes de medio CYS80. También de forma
general, los extractos procedentes de los tres transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5
mostraron similar o mayor actividad antimicrobiana que aquellos de la cepa silvestre. La mayor
actividad antimicrobiana se observd en extractos procedentes del transformante Tb41tri5
crecido en medio PDB. Cuando se aplicd el test no parametrico de Mann-Whitney, se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre el nimero de cepas sensibles a los

extractos aceténicos provenientes de medio PDB respecto a los de CYS80.

Considerando la actividad antibacteriana de los extractos, éstos fueron mas activos frente
a las bacterias Gram positivas (Tabla 10). Todos los extractos aceténicos procedentes de
cultivos en PDB de las diferentes cepas de Trichoderma fueron capaces de inhibir el
crecimiento de S. aureus MB 5393, E. faecium MB 5571 y B. subtillis MB 964 (bacterias Gram
positivas), pero no el crecimiento de P. aeruginosa MB 979 y E. coli BM 4926 (bacterias Gram

negativas).

Las diferencias de actividad entre los extractos procedentes de los medios de cultivo

PDB y CYS80 fueron estadisticamente significativas para las tres bacterias Gram positivas
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incluidas en el panel (p<0,001). A su vez, para los extractos procedentes de los cultivos de
PDB, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los de la cepa silvestre,
IBT 40841, y los de los tres transformantes, Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, frente a S. aureus
MB5393 (p<0,01) y B. subtilis MB 5571 (p<0,04); y, entre los de la cepa silvestre y los de los
transformantes Tb40tri5 y Tb41tri5 frente a E. faecium MB 5571 (p<0,05).

Para los extractos procedentes de cultivos de las distintas cepas de Trichoderma en
medio CYS80, observamos diferencias estadisticamente significativas (P<0,01) entre los de la
cepa silvestre IBT 40841 y los de los tres transformantes frente a S. aureus MB 5393, E.
faecium MB 5571 y B. subtillis MB 964.

Tabla 10. Actividad antibacteriana, expresada en mm, detectada en extractos aceténicos de T. brevicompactum
IBT 40841 y de tres transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5, Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, obtenidos a
partir de cultivos en los medios PDB y CYS80.

. Medio PDB
Tratamiento B. subtilis E. faecium S. aureus E. coli P. aeruginosa
MB 964 MB 5571 MB 5349 MB 4926 MB 979
IBT 40841 6,8 (£0,5) 7,5 (+1,3) 9 (x0) N N
Th38tri5 7,8 (£0,5) 8,8 (£0,5) 10,5 (£0,6) N N
Th40tri5 8 (+0) 9,8 (£0,5) 11,5 (£0,6) N N
Th4A1tri5 11 (20) 12 (£0) 13 (20) N N
14 (+0,5)
Antibiético control 8 (+0,5) 25 (£0,7) 17 (£0,5) 17 (£0,4) 7 (+0,5)
_ Medio CYS80
Tratamiento B. subtilis E. faecium S. aureus E. coli P. aeruginosa
MB 964 MB 5571 MB 5349 MB 4926 MB 979
IBT 40841 N N N N N
Th38tri5 6 (+0) 7,5 (+0,7) 9 (x0) N N
ThA40tri5 6 (+0) 8,3 (+1,1) 7.6 (£0,5) N N
Th41tri5 5 (x0) 7 (0) 7 (0) N N
14 (£0,5)
Antibiético control 8 (£0,5) 25 (£0,7) 17 (+0.5) 17 (£0,4) 7 (x0,5)

Los datos se obtuvieron en ensayos de difusion en medio sélido y corresponden al diametro de la zona de inhibicion del
crecimiento de cinco bacterias usadas como diana con sus respectivas desviaciones estandar. N: no inhibicion.
Antibidticos control: B. subtilis (higromicina 300 pg/mL); E. faecium (penicilina 32 pg/mL); S .aureus (kanamicina 0,5

ug/mL y claritromicina 0,65 pug/mL); E. coli (gentamicina 50 ug/mL); P. aeruginosa (gentamicina 50 ug/mL).

Considerando la actividad frente a las tres levaduras del panel de MSD, dos levaduras de
la CECT vy frente a un hongo filamentoso de MSD (Tabla 11), los extractos aceténicos mas
activos fueron aquellos que procedian de las incubaciones de las distintas cepas de
Trichoderma en el medio PDB. Las diferencias entre PDB y CYS80 fueron, estadisticamente
significativas, frente a S. cerevisiae CECT 1383 (p=0,005), K. marxianus CECT 1018 (p<0,001),
C. albicans MY 1055 (p<0,001), C. glabrata MY 992 (p<0,001), C. tropicalis MY 1012 (p<0,001)
y A. fumigatus MF 5668 (p<0,001). A su vez, para el medio PDB se observaron diferencias,

estadisticamente significativas, entre los extractos procedentes de la cepa silvestre, IBT 40841,
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y los extractos de los tres transformantes frente a S. cerevisiae CECT 1383 (p=0,04), C.
albicans MY 1055 (p=0,01) y C. tropicalis MY 1012 (p=0,03); y, entre los extractos de la cepa
silvestre y los del transformante Tb41tri5, frente a K. marxianus CECT 1018 (p=0,042), C.
glabrata MY 992 (p=0,018) y A. fumigatus MF 5668 (p=0,029).

Ademas se observaron diferencias significativas entre los extractos procedentes de
cultivos de Trichoderma en CYS80 de la cepa IBT 40841 y de los tres transformantes, Th38tri5,
Tb40tri5 y Tb41tri5, frente a S. cerevisiae CECT 1383 (p<0,03), K. marxianus CECT 1018
(p=0,043), C. albicans MY 1055 (p<0,013), C. glabrata MY 992 (p<0,01) y A. fumigatus MF
5668 (p<0,01). También se observaron diferencias significativas entre los extractos de IBT
40841 y Tb40tri5 frente a C. tropicalis MY 1012 (p=0,018).

Tabla 11. Actividad antilevadura y antifungica, expresadas en mm, detectadas en extractos aceténicos de T.
brevicompactum IBT 40841 y de tres transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5, Tb38tri5, Tb40tri5 y
Tb41tri5, obtenidos a partir de cultivos en los medios PDB y CYS80.

Medio PDB
Tratamiento S.cerevisiae K. marxianus C.albicans C.glabrata C.tropicalis  A.fumigatus
CECT 1383 CECT 1018 MY 1055 MY 992 MY 1012 MF 5668
IBT 40841 6,5 (+1) 16,5 (+1) 15,8 (£0,5) 17,7 (+0,6) 16,3 (£0,5) 14,8 (+0,8)
Th38tri5 17,5 (£0,5) 16,5 (+1) 18,8 (£0,5) 18,7 (+0,5) 17,8 (£0,5) 14 (£0,5)
Th40tri5 14,5 (+0,5) 17,5 (x0,5) 17,8 (:0,5)  18,5(x1) 17,5 (0,6) 14,8 (+0,6)
Th4Atri5 20,5 (£0,5) 22,5 (+1) 19,5 (£07) 23 (x1,4) 20 (£0) 20 (x0)
AnfotericinaB 15 (£0,5) 12 (1) 18 (£0,6) 15(0,5) - 18 (£0,5)
_Higromicina 0 (+0,5) 21 (1) - - 8 (+0,4) -
Medio CYS80
Tratamiento S.cerevisiae K. marxianus C.albicans C.glabrata C.tropicalis  A.fumigatus
CECT 1383 CECT 1018 MY 1055 MY 992 MY 1012 MF 5668
IBT 40841 N 6.5 (+1) 8,5 (£0) N 9 (£1,1) N
Th38tri5 11,5 (1) 14,5 (+1) 12,5 (1) 14 (0) 10,5 (£3,2) 12,5 (1)
Th40tri5 11 (1) 13,5 (£0,5) 13,8 (£0,9) 15(x0,5) 15,5 (£3,1) 11,3 (£0,95)
Th4Atri5 7 (20,5) 9,5 (+1) 13 (£0) 14 (£0) 9 (x0) 12 (£0)
AnfotericinaB 15 (£0,5) 12 (1) 18 (£0,6) 15(*0,5) - 18 (£0,5)
_Higromicina 0 (+0,5) 21 (x1) - - 8 (+0,4) -

Los datos se obtuvieron a partir de ensayos de difusién en medio solido, corresponden al diametro de la zona de
inhibicién del crecimiento de tres levaduras y un hongo filamentoso, usados como diana, con sus respectivas
desviaciones estandar. N: no inhibicion. -: sin datos. Antibiéticos control: S. cerevisiae (anfotericina B 0,25 ng/mL,
higromicina 300 pg/mL), K. marxianus (anfotericina B 0,25 pg/mL, higromicina 300 pg/mL); C. albicans (anfotericina B
0,25 ug/mL); C. glabrata (anfotericina B 0,25 pg/mL); C. tropicalis (higromicina 300 pg/mL); A. fumigatus (anfotericina
B 0,25 pg/mL).
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3.2.5.2. Ensayos con extractos acetonicos en medio liquido

En este ensayo, que se describe en el apartado 12.2.3 de Materiales y Métodos, se
utilizaron extractos aceténicos que se habian obtenido a partir de sobrenadantes de cultivo de
T. brevicompactum IBT 40841, Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, crecidos en dos medios de cultivo
diferentes, PDB y CYS80, con objeto de analizar la actividad antimicrobina en medio liquido
frente a A. baumannii MB 5973, un patdgeno con interés clinico por su capacidad para
desarrollar resistencias y para el que no se tenia estandarizado el ensayo en medio sélido. En
este estudio se incluyeron como controles una bacteria Gram positiva, S. aureus MB 167, y dos
Gram negativas, P. aeruginosa MB 5919y E. coli MB 5846.

Los valores de actividad antimicrobiana obtenidos en los ensayos realizados en medio
liqguido se muestran en la Tabla 12. La mayor actividad frente a A. baumannii MB 5973 se
observé con extractos procedentes del transformante Tb41tri5 incubado en medio PDB. Sin
embargo, ninguno de los extractos procedentes de medio CYS80 de las cuatro cepas
ensayadas mostraron actividad frente a A. baumannii MB 5973. Tampoco estos ultimos
extractos mostraron actividad frente a P. aeruginosa MB 5919. Sin embargo, se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los extractos provenientes de cultivos en
CYSB80 de la cepa silvestre IBT 40841 y los tres transformantes, Tb38tri5, Th40tri5 y Tb41tri5,
frente a S. aureus MB 167 (p<0,01).

Para las cuatro cepas de T. brevicompactum analizadas, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los extractos procedentes de cultivos de los medios PDB y
CYS80 frente a A. baumannii MB 5973 (p<0,013). También hubo diferencias estadisticamente
significativas entre extractos procedentes de CYS80 de la cepa silvestre y los transformantes,
Tb40tri5 y Tb41tri5 frente a E. coli MB 5746 (p=0,019). A su vez, se detectaron diferencias
significativas entre extractos procedentes, de medio PDB, de la cepa silvestre y de los tres
transformantes frente a A. baumanni MB 5973 (p<0,001) y E. coli MB 5746 (p=0,02).

3.2.5.3. Concentracidon minima inhibitoria (CMI) de los extractos aceténicos

La CMI de los extractos acetdnicos obtenidos a partir de T. brevicompactum IBT 40841 y
de los tres transformantes se calculé segun el ensayo descrito en el apartado 12.2.4 de
Materiales y Métodos. Frente a todos los patdgenos incluidos en el ensayo, los valores de la
CMI fueron mayores para los extractos procedentes de la cepa silvestre que para los de los
transformantes. Y se determind una CMI dos veces menor en los extractos de los
transformantes con respecto a la cepa silvestre frente a S. aureus MB 167 y a C. albicans MY
1055. En el caso de A. baumanni MB 5973, aunque no se llegé a un 99% de inhibicion con las
concentraciones probadas de los extractos acetdnicos, se observé que la mayor concentracion
utilizada de extracto del transformante Tb41tri5 inhibia en un 75% su crecimiento, en

comparacion con el extracto de la cepa silvestre que no mostré ningun efecto inhibitorio frente
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a esta bacteria. De igual forma, la mayor concentracion utilizada de extracto del transformante
Tb41tri5 inhibia en un 73,3% el crecimiento de E. coli MB 5746, mientras que el extracto de la

cepa silvestre solo inhibia a esta bacteria un 48,5%.

Tabla 12. Actividad antibacteriana, expresada en porcentaje de inhibicion del crecimiento, detectada en
extractos acetonicos de T. brevicompactum IBT 40841 y de los transformantes Tb38tri5, Th40tri5 y Th41tri5,

que sobreexpresan el gen Tbtri5, obtenidos a partir de cultivos en los medios PDB y CYS80.

Medio PDB

Tratamiento A. baumannii S. aureus E. coli P. aeruginosa
MB 5973 MB 167 MB 5746 MB 5919

IBT 40841 N 98,7 (+0,6) 46,3 (+3,8) N

Th38tri5 30,3 (£3,2) 98,5 (x0,6) 57,9 (£2,3) N

Tb40tri5 33,8 (£1,3) 98,9 (x0,5) 60,8 (£3,1) N

Th41tri5 61,6 (£1,6) 98,9 (+0,6) 72,0 (£1,6) N

Antibiético control 99,9 (+0,1) 99,1 ((x0,2) 99,5 (+0,3) 99,4 (+0,2)

Medio CYS80

Tratamiento A. baumannii S. aureus E. coli P. aeruginosa
MB 5973 MB 167 MB 5746 MB 5919

IBT 40841 N 26,9 (£3,1) 50,6 (£3,2) N

Tb38tri5 N 98,9 (+0,9) 50,6 (£3,5) N

Tb40tri5 N 99,4 (+1,9) 57,4 (+1,01) N

Tb41tri5 N 60,5 (+2,5) 57,3 (£3,2) N

Antibiético control 99,9 (+0,1) 99,1 ((x0,2) 99,5 (+0,3) 99,4 (+0,2)

Los datos se obtuvieron a partir de ensayos realizados en medio liquido e indican el porcentaje de inhibicion del
crecimiento de cuatro bacterias diana con sus desviaciones estandar. N: no inhibicidon. Antibiéticos control: A.
baumannii (ciprofloxacino 0,125 pg/mL); S. aureus (penicilina G 0,312 pg/mL); E. coli (novobiocina 25 nug/mL); P.

aeruginosa (ciprofloxacino 0,125 pg/mL).

3.2.5.4. Ensayos con metabolitos secundarios

Se evalud la actividad antimicrobiana frente a un panel de diez microorganismos diana de
los tres compuestos: trichodermina, tirosol e hidroxitirosol; que inicialmente se detectaron en
cantidades diferenciales en el sobrenadante del transformante Tb41tri5 y que se purificaron
mediante técnicas cromatograficas y HPLC. La actividad frente a tres Candida spp. (C.
albicans, C. glabrata y C. tropicalis), S. cerevisiae CECT 1383, K. marxianus CECT 1018, un
hongo filamentoso (A. fumigatus), una bacteria Gram positiva (S. aureus) y tres bacterias Gram
negativas (P. aeruginosa, A. baumannii y E. faecalis), se evaluo por el método de Kirby Bauer
con ligeras modificaciones (apartado 12.3 de Materiales y Métodos), y se utilizaron seis

concentraciones diferentes de trichodermina, tirosol e hidroxitirosol.

Los resultados de inhibicion del crecimiento de los patdégenos provocados por la
trichodermina, y las concentraciones a la que se ensayo se recogen en las Tablas 13 y 14. No
se detectd ninguna actividad frente a los diez microorganismos diana con tirosol ni con

hidroxitirosol a las seis concentraciones a las que fueron ensayados (desde 360 hasta 6 ug).
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La trichodermina, que se ensayd a seis concentraciones diferentes, entre 6 y 360 ug,
mostré una actividad dependiente de la dosis. La mayor actividad se observo frente a las tres
especies de Candida, S. cerevisiae, K. marxianus y el hongo filamentoso A. fumigatus,
observandose en general inhibicion hasta la concentracion de 6 ug (Tabla 13). Para las
bacterias, la mayor actividad la mostré frente a P. aeruginosa, observandose inhibicion hasta la
concentraciéon de 90 pg. Frente a S. aureus y A. baumannii, se observé inhibicién desde 360 y
hasta 90 ug de metabolito y frente a E. faecalis s6lo para la concentracién de 360 ug (Tabla
14).

Tabla 13. Actividades antilevadura y antifingica, expresadas en mm, de la trichodemina purificada a partir de

sobrenadante de cultivo del transformante T. brevicompactum Tb41tri5.

Tratamiento Concentracion  S. cerevisiae K. marxianus C. albicans C. glabrata C. tropicalis A. fumigatus
ug CECT 1383 CECT 1018 MY 1055 MY 992 MY 1012 MF 5568
360 42,5 (x1) 43 (£ 0,5) 53,7 (£0,5) 38 (£1) 58,3 (£0,5) 29 (1)
240 42 (£0,5) 40,5 (+0,7) 52 (¢1) 30,7 (¢0,5) 55,3 (£0,5) 26,7 (+0,6)
90 36,3 (+1,2) 32,7 (x0,6) 45,7 (+0,6) 29,3 (£0,5) 53 (1) 24,6 (+0,5)
Trichodermina
60 35,5 (+0,6) 30,7 (£0,5) 42,7 (x0,5) 26 (+0) 51,7 (£0,5) 22,7 (+0,4)
9 23 (10,5) 20,3 (+0,6) 34,3 (+0,5) 7,3 (20,6) 40,7 (1) 14,7 (x0,5)
6 21 (1) 17,7 (20,6) 31 (x0,5) N 36,7 (+0,5) 13 (1)
360 22,4 (£1) 20,5 (£1) 22,7 (+0,6) 40 (1) N 13,3 (0,5)
240 18,3 (+0,6) 16,2 (x0,5) 20,3 (x0,5) 22,3 (¢0,5) N 12,7 (£0,5)
Anfotericina B
90 17,5 (x0,5) 13,7 (x0,7) 19,6 (x0,6) 21,7 (¢0,5) N 11,7 (£0,6)
60 16 (x0,5) 12,5 (¢1) 19 (0,5) 20,7(x0,5) N 11,6 (x0,5)
360 25 (1) 28,2 (£0,4) 29 (1) 44,7 (¢0,5) 18,7 (+0,5) 27,3 (+0,3)
+ + + + + +
Higromicina 240 21,4 (x0,6) 26,5(0,5) 23,3 (+0,6) 40,3 (0,5) 16,3 (+0,5) 24,7 (+0,5)
90 N 20,6 (x0,3) 19,3 (0,5) 35,3(x0,5) N 19,7 (£0,4)
60 N 15,2 (1) 15,7 (x0,5) 33,7(x0,5) N 16,6 (x0,5)

Los datos se obtuvieron a partir de ensayos de difusién en medio soélido y corresponden al diametro de la zona de
inhibicién del crecimiento de cinco levaduras y un hongo filamentoso, usados como diana, con sus respectivas

desviaciones estandar. N: no inhibicion. -: sin datos. Antibiéticos control: anfotericina B 360-60 ng, higromicina 360-60

ug.

En la Figura 35 se muestra el crecimiento de diferentes microorganismos patdégenos

humanos en presencia de distintas concentraciones de trichodermina (ver pie de la Figura 35).
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Tabla 14. Actividad antibacteriana expresada en mm, de la trichodemina purificada a partir de sobrenadante de

cultivo del transformante T. brevicompactum Tb41tri5.

Concentracion

. A. baumannii E. faecalis S. aureus P. aeruginosa

Tratamiento pg

360 17 (£0,5) 16 (0,5) 21 (+0,5) 23 (+0,7)

240 14 (+0,5) N 17 (£0,5) 18 (+0,5)
Trichodermina 90 8,9 (¥1,0) N 12,5 (£1,0) 17,5 (£1,0)

60 N N N N

9 N N N N

6 N N N N
Amikacina 360 18 (£1,0) N - 21 (+1,0)

90 N N - 5 (x0,3)
Ampicilina 360 - N B B

90 - N - -
Cefotaxime 360 ” ) 24 (20.5) )

90 - - 19 (£0,2) -
Cloranfenicol 360 B 23 (0.3) B B

90 - N - -
Rifampicina 6 - - 30 (+0,5) -

Los datos corresponden al diametro de la zona de inhibicion del crecimiento de cuatro bacterias nosocomiales, usadas
como diana con sus desviaciones estandar. N: no inhibicion. El metabolito se utilizé a seis concentraciones diferentes
(desde 360 hasta 6 ug). Antibiéticos control: A. baumannii (amikacina 360 y 90 pg); E. faecalis (amikacina 360 y 90 png,
ampicilina 360 y 90 pg, cloranfenicol 360 y 90 nug); S. aureus (cefotaxime 360 y 90 ng, rifampicina 6 pg); P. aeruginosa
(amikacina 360 y 90 png).

-

C. albicans ! P. aeruginosa ||
MY 1055 \

S. aureus

C. tropicalis
MY 1012

C. glabrata
MY 992

A. fumigatus
MF 5568

\_ J

Figura 35. Halos de inhibicion de ocho microorganismos patégenos humanos en presencia de trichodermina.

La trichodermina, en general mostré actividad frente a las tres especies de Candida y A. fumigatus a 360 y 240, 90 y
60, 9 y 6 ng (de izquierda a derecha), frentre a P. aeruginosa, S. aureus y A. baumannii a 360 y 240, 90 y 60 pg, y
frente a E. faecalis a 360 y 240 pg.
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3.2.6. Ensayos de actividad antitumoral y citotéxica

Con objeto de analizar si la sobreexpresion del gen Tbtri5 en T. brevicompactum IBT
40841 afectaba a la actividad antitumoral y citotoxica de la cepa, se realizaron diferentes
ensayos en los que se incluyeron distintas lineas de células sanas y células tumorales de la
coleccion de la ATCC y Tebu-bio® (recogidas en el apartado 1.4 de Materiales y Métodos).

3.2.6.1. Actividad antitumoral de extractos acetonicos

Se evalud la capacidad antitumoral de diluciones seriadas de los extractos aceténicos
obtenidos a partir de cultivos, en PDB y en CYSB80, de la cepa silvestre y de los transformantes
Tb38tri5, Th40tri5 y Tb41tri5, en seis lineas celulares tumorales y dos lineas celulares sanas

(apartado 13.2 de Materiales y Métodos).

En la Tabla 15 se muestra la actividad antitumoral, expresada como DE50, de dichos
extractos acetdnicos. Se observé que todos los extractos mostraron, al menos, una actividad
antitumoral frente a dos de las lineas celulares ensayadas. En general, se vid un incremento de
la actividad de los extractos provenientes de cultivos de Trichoderma en medio PDB respecto a
los de CYS80, y las diferencias fueron estadisticamente significativas para todas las lineas
celulares utilizadas [A-549 (p=0,002), Hep-G2 (p=0,003), HT-29 (p=0,035), MCF-7 (p<0,001),
Mes-SA (p=0,002), Mes-SA/Dx5 (p=0,004) y 184-A1 (p=0,001)], excepto para la CCD-16Lu
(p=0,079). Ademas, los extractos procedentes de los tres transformantes mostraron una

actividad antitumoral similar o mayor que los de la cepa silvestre.

Las lineas celulares de colon (HT-29), pulmén (A-549) y carcinoma de higado humano
(Hep-G2) mostraron la mayor resistencia a los extractos acetonicos, procedentes tanto de
cultivos en PDB como en CYS80, mientras que las lineas celulares tumorales de mama (MCF-
7), ovario no resistente a doxorubicina (MES-SA) y ovario resistente a doxorubicina (MES-

SA/Dx5) fueron las mas sensibles a los extractos acetdnicos de Trichoderma.

El extracto procedente de cultivos en PDB del transformante Tb41tri5 mostr6é la mayor
actividad antitumoral frente a todas las lineas celulares utilizadas [A-549 (p=0,020), Hep-G2
(p=0,020), HT-29 (p=0,020), MCF-7 (p=0,039), MES-SA (p=0,034), MES-SA/Dx5 (p=0,050)].
Se observaron diferencias, estadisticamente significativas, entre la actividad de los extractos
procedentes de cultivos, en medio PDB, del transformante Tb41tri5 y de la cepa silvestre frente
a las lineas celulares Hep-G2 (p=0,006) y MES-SA/Dx5 (p=0,034). También se observaron
diferencias significativas, en PDB, entre los extractos de Tb40tri5 y los de la cepa silvestre
frente a las lineas celulares Hep-G2 (p=0,004), HT-29 (p=0,006) y MES-SA (p=0,014).
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Tabla 15. Actividad antitumoral, expresada como DE50, de extractos acetonicos procedentes de cultivos de T.
brevicompactum IBT 40841 y de tres transformantes que sobreexpresan el gen Thtri5: Tb38tri5, Tb40 tri5 y

Tb41tri5; en PDB y CYS80, frente a 6 lineas celulares tumorales y dos lineas celulares sanas.

DE50 £ DE (%Inh 2x)
Extractos
A-549 Hep-G2 HT-29 MCF-7 MES-SA MES-SA/Dx5 184-A1 CCD-16Lu
1BT40841-PDB >2 (4141%)  >2(42,22%)  >2(37,46%) 1,1910,18 1,9210,04 1,3410,05 0,2+0,09 >2 (39,61%)

Th38tri5-PDB >2 (7 04%)  >2(5285%)  >2(3388%) 1454048  >2(4T.06%) 1224007 04140,09 0,3240,03
Th40tri5-PDB 2(3492%) 1024024 1574018 116:014  135:023 1344023 02006009 0374007
Thé1tri5-PDB 116:025 034009 0426003  036:010 046016 0442012 0,3440,09 >2(0%)
IBT40841-CYSB0  >2(2637%)  >2(269%)  >2(21.74%)  >2(2931%)  >2(297%)  >2(3399%)  0085:0015  >2(27,76%)
Th3Bris-CYSB0  >2(27,52%)  >2(3826%)  >2(3767%)  >2(3685%) 1834011 1,2840,05 0268009 03420015
ThAOtis-CYSB0  >2(20,62%)  112:005  >2(3964%) 0774032  >2(4498%)  177:012  005:0009  025:0,02

Th41tri5-CYS80 >2(1967%)  >2(39,92%)  >2(20,24%) >2 (26,82%) >2(0%) >2(27,15%) 0,2710,03 >2 (0%)

ActinomicinaD®  204,83£1525  91,03:1024  183,48+19,63 4,3+0,92 82,41+10,93 19+2,16 157,99£23,06  115,14£21,19
Doxorubicina * 128,48£125 85614815  213,6:26,93 21,0318 154,96115,32 >500 85,025¢12,15  398,69+41,32
Rotenona * 28,8£3,6 2621416 187,004£1591  7881£1210  442,88+31,47 206£19,63 2152542148 132,24+23,26
MMSs? 326,80+16,9  480,65¢21,3 6402111834 3211643212  421,8+2096  989,54+41,12 558,726,755  421,87+27,85

Los resultados de actividad, expresados como DE50, se obtuvieron mediante el ensayo de MTT. Entre paréntesis se
indica el porcentaje de inhibicion de los extractos acetoénicos, a la mayor concentraciéon ensayada. Lineas celulares: A-
549, adenocarcinoma de pulmén; Hep-G2, carcinoma hepatocelular; HT-29, adenocarcinoma colorrectal humano;
MCF-7, adenocarcinoma de mama; MES-SA, sarcoma uterino humano; MES-SA/Dx5, sarcoma uterino humano
resistente a doxorubicina; 184A1, glandula mamaria normal; y CCD-16Lu, fibroblastos de pulmén normal. El metil

metano sulfonato y los antibiéticos rotenona, doxorubicina y actinomicina D fueron incluidos como controles.

Las lineas tumorales MES-SA (p=0,020) y MES-SA/Dx5 (p=0,020) mostraron mayor
sensibilidad a los extractos aceténicos procedentes del transformante Tb38tri5 incubado en
CYS80 que a los de la cepa silvestre incubada en ese medio, siendo estadisticamente
significativas las diferencias para las lineas celulares Hep-G2 (p=0,010) y HT-29 (p=0,006). A
su vez, se observd que los extractos de Tb40tri5, incubado en CYS80, mostraron un
incremento en la actividad antitumoral, diferencias estadisticamente significativas respecto a
los de la cepa silvestre, frente a las lineas Hep-G2 (p=0,004), HT-29 (p=0,016), MCF-7
(p=0,004), MES-SA (p=0,004) y MES-SA/Dx5 (p=0,004). Sin embargo, los extractos
procedentes de cultivos en CYS80 del transformante Tb41tri5 sélo mostraron mayor actividad

respecto a los de la cepa silvestre cuando la linea Hep-G2 (p=0,02) fue utilizada.

3.2.6.2. Citotoxicidad de los extractos aceténicos

Se determiné la citotoxicidad de los extractos aceténicos, provenientes de cultivos en
PDB y CYS80, de la cepa IBT 40841 y de los transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, en
lineas celulares sanas de mama (184-A1) y pulmén (CCD-16Lu), preparadas segun se
describe en el apartado 13.1 de Materiales y Métodos, y utilizando el método MTT (apartado
13.2 de Materiales y Métodos).
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En general, las lineas celulares sanas mostraron mayor sensibilidad que las tumorales a
los diferentes extractos acetonicos de Trichoderma. Sin embargo, el extracto aceténico
procedente del transformante Tb41tri5, incubado en PDB, que mostré la mayor actividad
antitumoral frente a la linea de carcinoma de pulmoén (A-549), no mostré actividad citotdxica
frente a la linea sana de pulmén (CCD-16Lu) (p=0,037). También, este extracto, mostré6 mayor
actividad citotéxica, con diferencias estadisticamente significativas respecto a los de la cepa

silvestre, frente a la linea celular de mama sana 184-A1 (p=0,020) (Tabla 15).

Con objeto de analizar si los cambios morfolégicos que producian los extractos
acetonicos de Trichoderma en las lineas celulares eran reversibles, se realiz6é un ensayo en el
que se incluyeron las siguientes lineas: 184-A1 (mama sana), CCD-16Lu (pulmén sano), MC7-
7 (mama tumoral) y A-549 (carcinoma de pulmoén). El ensayo (apartado 13.5 de Materiales y
Métodos) se realizé con los extractos obtenidos a partir de la cepa IBT 40841 incubada en
medio PDB.

Ya que el DMSO se habia utilizado como solvente en la preparacion de los extractos
acetoénicos, como control se incluyeron lineas celulares tratadas con este solvente. También se

incluyeron, como control positivo, lineas celulares tratadas con el agente alquilante MMS.

Por microscopia 6ptica observamos el mismo patréon de reversion morfoldgica celular
para ambas lineas celulares (184-A1 y CCD-16Lu), ademas de un mismo patrén de no
reversion morfoldgica celular para las lineas celulares tumorales MC7-7 (mama tumoral) y A-

549 (carcinoma de pulmoén).

La Figura 36 muestra un ejemplo de la reversion morfolégica celular observada para la
linea celular 184-A1. Para esta linea, se observé dafio celular a las 24 h de contacto con el
extracto acetonico de la cepa IBT 40841 proveniente de cultivo en PDB (A, en la Figura 36), 24
h después de agregar el medio de cultivo fresco a la linea 184-A1 tratada con el extracto, la
morfologia celular empieza a revertir (B) y 48 h después de que la linea 184-A1 estuviera en
contacto con medio de cultivo fresco, la morfologia celular se observa completamente normal
(C). También observamos efecto citotoxico a las 24 h de tratamiento de la linea 184-A1 con el
MMS (D), 24 h después de agregar medio de cultivo fresco a la linea 184-A1 tratada con MMS,
el efecto citotdxico observado tras anadir este agente alquilante no es reversible (E). Por otro
lado, el efecto observado a las 24 h de tratamiento de la linea 184-A1 con DMSO (F), y hasta
48 h con DMSO, muestra alrededor de 1% de citotoxicidad (G). Finalmente, observamos que la
linea celular tumoral MCF-7 tratada con el extracto aceténico, durante 12 h, presenta efecto
antitumoral (H), al retirar el extracto y ponerla en contacto con medio de cultivo fresco,
observamos que 48 h después el efecto antitumoral se mantiene y la morfologia celular no
revierte (1). Como control de citotoxicidad observamos el efecto que provoca el MMS, a 12 h en
la linea celular MCF-7 (J) y a las 24 h (K).
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Cuando se determind la DE50 con el método MTT (apartado 13.2 de Materiales y
Métodos), observamos que su valor paso de 0,2+0,09, cuando la linea celular 184-A1 (mama
sana) era tratada unicamente con el extracto acetonico, a >2 (10% de inhibicién), cuando
después del tratamiento con el extracto se afiadié medio nuevo. Para la linea celular CCD-16Lu
(pulmon sano), la DES0 paso de >2 (39,61%), cuando solo se tratd con el extracto acetonico, a

>2 (5% de inhibicion), cuando tras el tratamiento con el extracto se anadié medio de cultivo

fresco.

~

Figura 36. Efecto de reversion morfoléogica observado en la linea celular 184-A1 (mama sana) y de no reversion
en la linea MCF-7 (mama tumoral). Linea 184-A1: 24 h de afadido el extracto aceténico de la cepa IBT 40841
proveniente del cultivo en PDB (A). Inicio de reversion morfologica: 24 h después de agregar el medio de cultivo fresco
a la linea 184-A1 tratada con el extracto (B). Morfologia celular normal de la linea 184-A1, 48 h después afnadir medio
de cultivo fresco (C). Efecto citotéxico a las 24 h de tratar con MMS (D). Efecto citotdxico no reversible: 24 h después
de agregar medio de cultivo fresco a la linea 184-A1 previamente tratada con MMS (E). Después de 12 h de
tratamiento de la linea 184-A1 con DMSO (F). Después de 24 h de tratamiento de la linea 184-A1 con DMSO (G).
Efecto antitumoral: después de 12 h de tratamiento de la linea MCF-7 con el extracto aceténico (H). Efecto antitumoral
no reversible: 48 h después de afiadir medio fresco a la linea MCF-7 previamente tratada con el extracto (I). Control de
citotoxicidad: 12 h después de tratar la linea MCF-7 con MMS (J). Después de 24 h de tratar la linea MCF-7 con
DMSO (K).

3.2.6.3. Actividad antitumoral y citotoxicidad de los metabolitos secundarios

Se determiné el DRC (indice celular a un tiempo determinado versus concentracion) o
curva sigmoidal de dosis-respuesta, tratando la linea celular de hepatocitos humanos sanos
(ZBhu001010) con diferentes concetraciones de trichodermina, tirosol o taxol (control), segun el
apartado 13.4 de Materiales y Métodos. Transcurridas 48 h, el tirosol presenté una DE50 >1000
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MM (Square R=0,89747), la trichodermina una DE50= 12,70 yM (Square R= 0,98148) y el taxol
una DE50= 0,43 yM (Square R= 0,94063). En este sentido, el tirosol no mostré ningun efecto
citotoxico frente a esta linea celular, y la trichodermina fué menos citotdxica que el taxol (Figura
37).
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Figura 37. Curva sigmoidal de dosis-respuesta o “DRC” de la trichodermina (verde), tirosol (rojo) y taxol (azul)
frente a la linea celular de hepatocitos humanos sanos (ZBhu001010). En el eje “y” se representa el indice celular
normalizado. En el eje “x” se indica la concetracion (uM) de cada metabolito incluido en este estudio. El tirosol presenta
una ED50>1000 uM; la trichodermina ED50= 12,7 uM; y el taxol ED50= 0,43 uM.

Se determind la tasa e inicio de citotoxicidad (apartado 13.3 de Materiales y Métodos)
con diferentes concentraciones de trichodermina, frente a la linea celular ZBhu001010. Como
control se incluyeron diferentes concentraciones de taxol. En la Figura 38 se observa una
primera fase de adhesién celular, que dura 24 h, seguida de una fase de estabilizacion celular,
después de 24 h, punto en el que se afiade el metabolito (trichodermina o taxol), iniciandose la
determinacion del indice celular normalizado. Los resultados indican que para la trichodermina,
y también para el taxol, la citotoxicidad frente a hepatocitos humanos sanos es dependiente de
la dosis. En este sentido, la trichodermina a concentraciones de 10 y 100 yM, y el taxol a 0,1

MMy 100 pM, son mas citotdxicos frente a la linea celular ZBhu001010.

Mediante técnicas de fluorimetria o de xCELLigence (Roche Applied Science), se evalud
la actividad antitumoral de la trichodermina, del tirosol y del taxol (control) en cuatro lineas
celulares tumorales: A-549, MCF-7, Hep-G2 y Hep-3B (apartados 13.3 y 13.5 de Materiales y
Métodos). Se observo que el tirosol no posee actividad antitumoral (DE50>100000 uM) para las
lineas tumorales de este estudio. Por otro lado, la trichodermina presenté actividad antitumoral
principalmente frente a MCF-7 y Hep-3B, seguido de A-549 y Hep-G2. Sin embargo, la
trichodermina posee menor efecto antitumoral que el taxol, frente a las lineas ensayadas (Tabla
16).
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Finalmente, se determiné la DE50 de la trichodermina y del taxol frente a la linea celular
de hepatocitos humanos sanos ZBhu001010. Observandose que la DE50 de la trichodermina
se estabilizé alrededor de las 38 h y la del taxol a las 24 h. Ademas, la trichodermina presenté

menor citotoxicidad frente a esta linea que el taxol (Tabla 16).
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Figura 38. Control dinamico de la tasa y del inicio de citotoxicidad mediada por trichodermina (A) y taxol (B).

Los dos metabolitos se ensayaron a cinco concentraciones diferentes. En el eje “y” se representan los valores del

“wyn

indice celular normalizado y en el “x”, el tiempo en horas. La fase de adhesion celular corresponde al periodo de tiempo

entre 0-24 h, este punto corresponde al punto de aplicacién de cada tratamiento (trichodermina o taxol).

Tabla 16. Actividad antitumoral de la trichodermina y del taxol, expresada como DE50 (uM), frente a cuatro

lineas celulares tumorales: A-549, MCF-7, Hep-G2 y Hep-3B, y la linea celular hepatica sana, ZBhu001010.

Trichodermina Taxol
Linea
Técnica celular 24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas
A-549 4,424+0,327 0,034+0,022
MCF-7 3,237+0,260 0,018+0,004
Fluorimetria ~ Hep-G2 10,198+0,031 0,004:0,00006
Hep-G2 9,812+0,059 9,278+0,032  7,431x0,038  0,1460,052 0,4240,049  0,226+0,051
Hep-3B 7,995+0,045 5,157+0,032  3,442+0,042  0,602+0,048 0,339x0,055 0,475%0,057
XCELLigence ZBhu001010  39,300+10,021  12,300+5,552  9,550+5,553  0,939x0,020 0,430£0,021 0,167+0,034

Lineas celulares: A-549, adenocarcinoma de pulmén; MCF-7, adenocarcinoma de mama; Hep-G2, carcinoma
hepatocelular; Hep-3B, carcinoma hepatocelular; ZBhu001010, hepatocitos humanos sanos. Los resultados obtenidos
por el método de fluorometria (alamarblue®-lnvitrogen) por definicion no son comparables con los del equipo
XCELLigence (Roche Applied Science).
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3.2.6.4. Mecanismo de accion antitumoral de la trichodermina

El mecanismo de accion de la trichodermina se determiné tratando las lineas celulares
tumorales Hep-G2 y Hep-3B con diferentes concentraciones de este metabolito. Se utilizaron
como control de muerte celular, células tratadas con 5% de DMSO (control positivo) y, como
control de crecimiento, células sin tratar (control negativo). Se observé el mismo patron de
accion antitumoral para ambas lineas celulares. Como ejemplo, la Figura 39 muestra el perfil
compuesto-especifico en la linea celular Hep-G2 tratada con trichodermina o taxol. Se observé
que con tratamiento con 5% de DMSO, el indice celular normalizado es cero, indicando muerte
celular. Por otro lado, observamos que la trichodermina a concentraciones de 10 y 100 yM
(Figura 39A) es citostatica, manteniendo el indice celular normalizado estable hasta las 98 h
del analisis. Ademas, el taxol, a concentraciones 1 y 100 uM, es citotdoxico hasta
aproximadamente 48 h (Figura 39B), observandose que a partir de este punto las células vivas

remanetes empiezan a proliferar.
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Figura 39. Perfil compuesto-especifico (mecanismo de accion antitumoral). Linea celular HEP-G2 tratada con
diferentes concentraciones de trichodermina (A), y linea celular HEP-G2 tratada con diferentes concentraciones de
taxol (B). En el eje “y” se representa el indice celular normalizado, y en el eje “x” el periodo de tiempo (h). La fase de
adhesién celular corresponde al periodo de tiempo entre 0-24 h. La estabiliacion celular se representa con una linea
gris vertical a las 24 h del ensayo, este punto corresponde a la aplicacion de cada tratamiento (trichodermina, taxol o
DMSO 5%).
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Para determinar la eficacia y potencia de la trichodermina sobre las lineas celulares Hep-
G2 y Hep-3B, se monitorizd cuantitativamente su proliferacion celular tras el tratamiento con
este metabolito a diferentes concentraciones. Para la linea celular Hep-3B observamos que la
trichodermina a concentraciones de 10 y 100 uM produce un bajo efecto citotdxico, y a
concentraciones desde 0,01 a 1 uM el tiempo de duplicacion de las células Hep-3B es similar al

del control de crecimiento.

Por otro lado, observamos que cuando las células Hep-G2 se tratan con trichodermina a
concentraciones de 100 pM, su duplicacién dura hasta 676 h, y a 10 uM hasta unas 47,3 h; en
comparacion con el tiempo de duplicacion de las células Hep-G2, que fue 32 h (Figura 40A).
Ademas, a concentraciones menores de trichodermina (0,01-1 uM), se observé que el tiempo

de duplicacién celular es semejante al control de crecimiento. Por tanto, la trichodermina a
concentraciones de 10 y 100 uM €S activa como agente antitumoral citostatico. Finalmente, las

células Hep-G2 tratadas con taxol a sus concentraciones activas (1 y 100 yuM) no muestran

duplicacion celular (Figura 40B).
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Figura 40. Tiempo de duplicacién celular (h) de la linea Hep-G2. Células Hep-G2 tratadas con trichodermina a
diferentes concentraciones (A), y células Hep-G2 tratadas con taxol a diferentes concentraciones (B). Control de
muerte celular: células tratadas con DMSO 5%. Control de crecimiento celular: células sin tratamiento (segunda barra

roja).
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3.2.7. Ensayos antifingicos

3.2.7.1. Ensayo en cultivos duales

Con objeto de conocer si la sobreexpresién del gen Tbtri5 afectaba a la actividad
antifungica de T. brevicompactum, la cepa silvestre y los tres transformantes se enfrentaron en
cultivos duales a los fitopatdégenos R. solani, B. cinerea y P. irregulare. Ninguna de las cepas
de T. brevicompactum ensayadas mostro inhibicion del crecimiento de estos tres fitopatdgenos.
Por tanto, el gen Thbtri5 no parece estar relacionado con la actividad antifungica del hongo. Por
el contrario, las colonias de Trichoderma se vieron rodeadas por las colonias de los
fitopatdgenos. En la Figura 41 se muestran los cultivos duales de las diferentes cepas de T.

brevicompactum y R. solani.

\ J
Figura 41. Cultivos duales de R. solani (izquierda) y T. brevicompactum (derecha), en medio PDA, tras 10 dias

de incubacion a 28°C. R. solani-R. solani (control) (A), R. solani- IBT 40841 (B), R.solani- Tb38tri5 (C), R. solani-
Tb40tri5 (D) y R. solani- Tb41TRI5 (E).

3.2.7.2. Ensayos T. brevicompactum-tomate-B. cinerea “in vivo”

Con objeto de analizar, por un lado, el efecto que tenia T. brevicompactum en las
lesiones producidas al inocular artificialmente plantas de tomate con el patégeno B. cinerea, y
por otro, si la sobreexpresion del gen Thtri5 afectaba o no a las lesiones provocadas por el
patdgeno, se realizaron ensayos "in vivo" en los que se incluyeron plantas de tomate, B. cinera,
la cepa silvestre de T. brevicompatum IBT 40841 y los transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y
Tb41tri5 (apartado 14.2 de Materiales y Métodos).

Para las lesiones producidas por B. cinerea en cada condicién considerada, se
obtuvieron los siguientes resultados, en una escala de severidad de lesiones de 1 a 5 puntos,
que son el valor medio de 16 inoculaciones diferentes (Figura 42): control (2,47+0,26 puntos),
IBT 40841 (4,22+0,35 puntos), Tb38tri5 (4,09+0,41 puntos), Tb40tri5 (4,51+£0,22 puntos) y
Tb41tri5 (4,46+0,34 puntos). Las lesiones en las plantas de tomate cuyas semillas habia sido
pildoras con la cepa silvestre fueron mayores (p<0,001), casi el doble en tamafo, que las de
aquellas plantas cuyas semillas fueron pildoradas sdélo con agua (control). Las lesiones de

plantas cuyas semillas habian sido pildoradas con cualquiera de los tres transformantes de T.
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brevicompactum también fueron mayores que las del control, observandose diferencias
estadisticamente significativas para las condiciones con tratamiento con Tb38tri5 (p=0,042) y
Tb41tri5 (p=0,004). Todos los resultados parecen indicar que ni la cepa de T. brevicompactum
IBT 40841 ni la sobreexpresion de uno de sus genes, Thtri5, de la ruta de trichothecenos
confieren resistencia en tomate frente a B. cinerea, mas bien, parece que se ve aumentada la

sensibilidad de la planta de tomate frente a este patégeno.

Figura 42. Lesiones producidas al inocular artificialmente B. cinerea en plantas de tomate cuyas semillas
habian sido pildoradas con agua (control) (A), con T. brevicompactum IBT 40841 (B), o con los transformantes
que sobreexpresan el gen Thtri5: Tb38tri5 (C), Tb40tri5 (D) y Tb41tri5 (E).

3.2.8. Ensayos de germinacion de semillas

Con objeto de analizar, por un lado, el efecto que tenia T. brevicompactum en la
germinaciéon de una planta y, por otro, si la sobreexpresion del gen Tbtri5 afectaba dicha
germinacion, se realizaron ensayos "in vitro" en los que se evaluo el porcentaje de germinacion.
Las semillas de tomate se pildoraron con agua, con esporas de la cepa silvestre de T.
brevicompatum IBT 40841 o con esporas de los transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5
(apartado 15.1 de Materiales y Métodos). Para las cinco condiciones consideradas, se
obtuvieron los siguientes porcentajes de germinacién: agua estéril (90,6+3,6), esporas de T.
brevicompactum IBT 40841 (81,2+0), de Tb38tri5 (78,1+6,4), de Tb40tri5 (0) y de Tb41tri5
(53,1+7,2). Observandose, diferencias estadisticamente significativas entre la condicion control
y las condiciones tratadas con esporas de la cepa silvestre (p=0,046), y las tratadas con
esporas de los transformantes Tb38tri5 (p=0,043), Tb40tri5 (p=0,023) y Tb41tri5 (p=0,043).
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Ademas, se observaron diferencias estadisticamente siginificativas entre la germinacion de las
semillas de tomate previamente pildoradas con esporas de la cepa silvestre y las pildoradas
con esporas de los transformantes Tb38tri5 (p=0,047), Tb40tri5 (p=0,037) y Tb41tri5 (p=0,046).
Los resultados indican que T. brevicompactum tiene un efecto negativo sobre la germinacion
de semillas de tomate y, a su vez, que la sobreexpresion de Tbtri5 también afecta

negativamente a la germinacion.

3.2.9. Efecto sobre el crecimiento de la planta

Con objeto de analizar también el efecto de T. brevicompactum en el crecimiento de
plantas y si la sobreexpresion del gen Thtri5 influia 0 no en ese comportamiento, se realizaron
ensayos "in vitro" e "in vivo", sobre en plantas de tomate, con la cepa silvestre IBT 40841 y con
los transformantes Tb38tri5, Th40tri5 y Tb41tri5 (apartados 15.2.1 y 15.2.2 de Materiales y
Métodos).

3.2.9.1. Ensayo "in vitro"

Después de diez dias de incubacion "in vitro", en cinco plantulas de tomate, en presencia
o no de las diferentes cepas de Trichoderma, se midieron los siguientes parametros: tamano de
la planta, tamafio de la raiz principal y niumero de raices secundarias. En la Figura 43 se
muestra, como representante de cada una de las condiciones ensayadas, una placa Petri que
contiene 5 plantulas de tomate crecidas durante 10 dias en presencia o no (control) de las

diferentes cepas de T. brevicompactum.

El valor medio del tamano de las plantas fue 4,1+1 cm cuando se crecieron en presencia
de agua (control); 4+0,6 cm en presencia de la cepa silvestre IBT 40841; 3,7+0,5 cm con
Tbh38tri5; 3,81 cm con Tb40tri5; y 3,640,4 cm con Tb41tri5. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el tamafio de la planta control y las plantas crecidas en
presencia de los tres transformantes (p=0,05), y a su vez, entre el tamafo de las plantas en
presencia de la cepa silvestre y las que estaban en presencia de los transformantes Tb38tri5
(p=0,046) y Tb41tri5 (p=0,045). Los datos indican que tanto la presencia de T. brevicompactum
en el medio de crecimiento como la sobreexpresion del gen Thtri5 afectan negativamente al

tamano de las plantulas de tomate.

También el tamano de la raiz principal fue mas pequefo cuando las plantulas de tomate
se crecieron en presencia de T. brevicompactum o de los transformantes que sobreexpresan el
gen Thtri5 respecto al control sin Trichoderma en el medio. Los valores medios obtenidos
fueron: 6,62 cm en los controles; 5,1+1 cm con la cepa IBT 40841; 4,8+0,8 cm con Tb38tri5;
5,9+1,2 cm con Tb40tri5; y 5,62+1 cm con Tb41tri5. Finalmente, se observé que el numero de

raices secundarias, respecto al control, 0 no cambiaba o disminuia cuando T. brevicompactum
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o los transformantes estaban presentes en el medio de crecimiento de las plantulas de tomate.
Los valores fueron: 15,9318 cm en el control, 11,53+5,2 cm con la cepa silvestre, 11,06+4,2 cm
con Tb38tri5, 15,86+4,6 cm con Tb40tri5 y 14,7843 cm con Tb41tri5. La mayor disminucién en
el nimero de raices secundarias, respecto al control, fue en presencia de la cepa silvestre o del
transformante Tb38tri5. En ambas determinaciones (tamafio de raiz primaria y numero de
raices secundarias), se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la
condicién control y las condiciones que contienen Trichoderma (p<0,05), y a su vez, entre la
condiciéon tratada con esporas de la cepa silvestre, y las tratadas con esporas los tres
transformantes (p=0,05).

Trichoderma

Figura 43. Plantulas de tomate después de diez dias de incorporar al medio de crecimiento agua (control) (A),
T. brevicompactum IBT 40841 (B), Tb38tri5 (C), Tb40tri5 (D) o Th41tri5 (E).

3.2.9.2. Ensayo ‘in vivo”

Se evalué el efecto que tenia tanto T. brevicompactum como la sobreexpresion del gen
Tbtri5 en el crecimiento de plantas de tomate mediante ensayos "in vivo". La metodologia esta
descrita en el apartado 15.2.2 de Materiales y Métodos. En la Figura 44 se muestran imagenes
del ensayo realizado en el invernadero para las cinco condiciones consideradas: control, cepa
silvestre IBT 40841 y los tres transformantes que sobreexpresan el gen Thtri5. Cuando las
semillas se habian pildorado con agua germinaron el 82,4+3% de las mismas y el tamafio
medio de las plantas fue de 18,3+0,8 cm. Cuando se utilizd la cepa silvestre o los
transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5, para pildorar las semillas de tomate,
disminuyeron los porcentajes de germinacion y las plantas tuvieron menor tamano. Los
resultados del porcentaje de germinacién y del tamafo de las plantas fueron, respectivamente:
42,85+3,5% y 16,5+2 cm, para la cepa silvestre IBT 40841; 57,14+2,06% y 16,8+£1,5 cm, con la
cepa Tb38tri5; 42,85+2,5% y 16,7+2 cm, para la cepa Tb40tri5; y, 28,57+2,1% y 10,843 cm,
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para la cepa Tb41tri5. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el
porcentaje de germinacion de las semillas de tomate del control respecto al porcentaje de
germinacion de las semillas tratadas con esporas de la cepa silvestre (p=0,05), y las tratadas
con esporas de los tres transformantes (p=0,046). Ademas, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el porcentaje de plantas germinadas, cuyas semillas
habian sido previamente pildoras con esporas de la cepa silvestre, y el tamafo de las plantas
previamente tratadas con esporas de los transformantes Tb38tri5 (p=0,048) y Tb41tri5
(p=0,042). En cuanto al tamafio de las plantas de tomate, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la condicion control y las plantas de tomate cuyas semillas
habian sido previamente tratadas con esporas de Trichodema: IBT 40841 (p=0,046), Tb38tri5
(p=0,043), Tb40tri5 (p=0,042) y Tb41tri5 (p=0,036). Entre los tratamientos con Trichoderma,
s6lo se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el tamafno de las plantas
tratadas con esporas de la cepa silvestre y las tratadas con esporas del transformante Tb41tri5
(p=0,05).

Los resultados parecen indicar que T. brevicompactum afecta negativamente al
crecimiento de las plantas de tomate. Ya que los mas bajos porcentajes de germinacién y de
tamafio de las plantas se midieron en la condicién de semillas pildoradas con el transformante
Tb41tri5, el que mostré los mayores niveles de transcrito del gen Thbtri5. Parece que la
sobreexpresion de este gen tiene efectos negativos sobre el crecimiento de las plantas de

tomate.

L % ' 1 pi=] e R | ! )

Figura 44. Plantas de tomate de cuatro semanas crecidas bajo condiciones de invernadero a partir de semillas

pildoradas con agua (control) (A), esporas de T. brevicompactum IBT 40841 (B), esporas de Tb38tri5 (C),
esporas de Tb40tri5 (D) o esporas de Th41tri5 (E).
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[4. ANALISIS DEL CLUSTER DE GENES tri EN T. brevicompactum IBT 40841

Para estudiar el tamafio y la disposion de los genes tri en la cepa T. brevicompactum IBT
40841, se utilizé la secuencia completa del cluster de genes tri implicados en la ruta biosintética
de trichotecenos de T. arundinaceum IBT 40837, resultados obtenidos en nuestro grupo de
investigacion y que aun no estan publicados. Con ese objetivo, se disefiaron estratégicamente
parejas de oligonucleétidos que cubrian los siete genes y las seis regiones intergénicas que

constituyen el cluster (Tabla 5).

En la Figura 45 se muestran los tamafos de los productos de PCR amplificados a partir
de ADN gendmico de T. brevicompactum IBT 40841 y de T. arundinaceum IBT 40837 con cada
una de las parejas de oligonucledtidos disefiados sobre la secuencia disponible para esta
ultima cepa. Las parejas Tri14-F y Tri14-R, Tri12-F y Tri12-R, Tri11-F y Tri11-R, Tri10-F y Tri10-
R, Tri3-F y Tri3-R, Tri6-F y Tri6-R, amplificaron fragmentos de tamafio similar en ambas cepas
que correspondian, con la informacion disponible, a los genes tril4, tril2, trill, tril0, tri3 y tri6.
Sin embargo, los oligonucledtidos Tri4-F y Tri4-R, disefiados sobre el gen tri4 de T.
arundinaceum, amplificaron un producto de PCR de aproximadamente 1800 pb en esta cepa
pero de un tamafo inferior, sobre 1100 pb, en T. brevicompactum. Ademas, el tamafio de las
regiones espaciadoras entre los genes tri se mantenia muy conservado entre las cepas de las
dos especies, a excepcion de las situadas entre los genes tril2 y trill, y entre tri4 y tri6 donde
se observé polimorfismo en los tamanos de los productos de PCR amplificados a partir del ADN
de ambas cepas: tril2-trill, 1782 pb en T. arundinaceum, y aproximadamente 3000 pb en T.
brevicompactum; y tri4-tri6, 2373 bp en T. arundinaceum, y aproximadamente 2200 pb en T.

brevicompactum.

Los productos de PCR correspondientes a los genes tri4, tri6 y tril4 de T.
brevicompactum se purificaron a partir del gel de agarosa y se secuenciaron directamente,
utilizando oligonucleotidos internos para avanzar en la secuencia cuando fue necesario. La
secuencia nucleotidica de los genes tri4, tri6 y tril4 de la cepa T. brevicompatum IBT 40841 se
recoge en el apéndice de esta memoria. Los genes tril4 y tri6, de 1151 y 657 pb,
respectivamente, estaban muy conservados en ambas cepas. Sin embargo, la secuencia
confirmé que el gen tri4 tenia un tamano de 1191 pb en T. brevicompactum, 1791 pb en T.

arundinaceum, y que existia polimorfismo en ese gen entre ambas cepas.

Debido al polimorfismo de tamafio observado en ambas cepas para los productos
amplificados correspondientes a la regidon que separa los genes tril2 y trill, los productos de
PCR amplificados sobre esta region con el ADN de T. brevicompactum, se purificaron del gel y
se secuenciaron, utilizando oligonucleétidos internos para avanzar en la secuencia. Sin

embargo, sélo se logré secuenciar 842 pb de esa regioén.
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Figura 45. Productos de PCR obtenidos a partir de amplificaciones de ADN genémico de T. brevicompactum
IBT 40841 (A) y T. arundinaceum IBT 40837 (B) con los oligos Tri14-R y Tri14-F (carril 1), Tri12-F y Tri12-R (carril
2), Tri11-F y Tri11-R (carril 3), Tri10-F y Tri10-R (carril 4), Tri3-F y Tri3-R (carril 5), Tri 4-F y Tri 4-R (carril 6), Tri6-
F y Tri6-R (carril 7). M: marcador X ladder (Roche Applied Science) (izquierda). M: marcador XIV ADN ladder (Roche
Applied Science) (derecha).

La Figura 46 muestra una propuesta de cémo se dispondria en T. brevicompactum IBT

40841 el cluster de los genes tri.

trila tril2 trill tril0 tri3 tri4 trié
— E—— —_ -— — «— -
3000 pb 2222 pb 2746 pb 1813 pb 2200 pb
1151 pb 1932 pb 1580 pb 1339 pb 1785 pb 1191pb 657 pb

Figura 46. Disposicion de los genes tri en T. brevicompactum IBT 40841. En la figura se muestra el tamafio de los
genes y de las regiones intergénicas en pb. Las flechas indican la direccién de la transcripcién de los genes. En rosa se

indican los dos genes implicados en la regulacién del grupo de genes tri.

Al realizar una comparacioén del cluster de genes tri de la cepa T. brevicompactum IBT
40841 con los clusters de genes publicados para F. sporotrichoides y F. graminearum (Brown y
col., 2003), se observa que la disposicion de los genes tri es diferente en Trichoderma y en
Fusarium. Ademas, en la cepa T. brevicompactum IBT 40841 el gen Tbtri5 no se encontrd

dentro del cluster de genes tri, como se ha descrito para las especies de Fusarium (Figura 47).
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Figura 47. Comparacion del cluster de genes tri de T. brevicompactum IBT 40841 con el de F. sporotrichoides

y F. graminearum.
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4.1. Efecto de la sobreexpresion del gen Tbtri5 en la expresion de otros genes de la ruta

biosintética de los trichotecenos

Con objeto de conocer como afectaba la sobreexpresion del gen Thbtri5 de T.
brevicompactum IBT 40841 a la expresion de otros genes de la ruta de biosintesis de
trichotecenos, se analizd, mediante Real-time PCR, la expresion de siete genes de esta ruta,
con ARN total extraido a partir de micelios de la cepa silvestre IBT 40841 y de los tres
transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5, Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, incubados en
medio MM (Penttila y col., 1987), suplementado con glucosa al 2%, durante 3 dias (apartado
4.1.3 de Materiales y Métodos). Los siete genes cuya expresion se analizd en este estudio
fueron: tri4, relacionado con la biosintesis de trichodermina; tri3 y trill, relacionados con la
sintesis de la toxina tipo T2; tri6 y tril0, reguladores de la ruta; tril2, relacionado con la

autoproteccion; y tril4, que delimita el cluster.

El ARN total se retrotranscribié utilizando oligo (dT)s (apartado 8.3.2 de Materiales y
Métodos). El ADNc, asi generado, se utiliz6 como molde en diferentes reacciones de PCR. Los
oligonucledtidos, recogidos en la Tabla 5 de Materiales y Métodos, se disefiaron en la zona
central de cada gen tri. Como control interno se utilizé el gen que codifica la B-tubulina, usando

los oligos Tub-r y Tub-f.

En la Figura 48 se muestran los valores de expresion para los diferentes genes tri en la
cepa silvestre IBT 40841 y en los transformantes Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5. Los mayores
niveles de expresion de los genes tri se observaron en el transformante Tb41tri5, excepto para
el gen tril4 donde los valores fueron ligeramente inferiores a los detectados en la cepa
silvestre. Por otro lado, los valores de expresion de los genes tri3, tri4, trill, tril2 y tril4 en el
transformante Tbh38tri5 fueron similares o inferiores a los detectados en la cepa silvestre. No se
observaron grandes diferencias en los niveles de expresion de los genes tri3, trill, tril2 y tril4
entre la cepa silvestre y el transformante Tb40tri5 pero la expresién del gen tri4 fue superior en
el transformante. En el caso de los dos genes reguladores, tri6 y tril10, la expresion fue siempre
mayor en los transformantes que en la cepa silvestre; observandose las mayores diferencias,
respecto a la cepa silvestre, en los valores de expresion del tril0 de los transformantes
Tb40tri5 y Tb41tri5.

Por otro lado, se analizé como afectaba a la expresion de los genes tri4, tri6 y tril0,
relacionados con la biosintesis de trichodermina y su regulacion, en la cepa silvestre y en los
tres transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5, en presencia de un agente antioxidante
como el tirosol adicionado al medio. Los diferentes hongos se crecieron en el medio MM
(Penttila y col., 1987), sin glucosa y suplementado con 0,25 6 5 mM de tirosol, durante 1 6 3

dias (apartado 4.1.3 de Materiales y Métodos). Los valores de expresion de los genes tri4, tri6 y
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tril0 para las diferentes cepas, incubadas en presencia de las distintas cantidades de tirosol, se
muestran en las Figuras 49, 50 y 51.
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Figura 48. Analisis de la expresion de siete genes de la ruta biosintética de los trichotecenos (genes tri),
mediante Real-time PCR, en la cepa silvestre T. brevicompactum IBT 40841 y en tres transformantes que
sobreexpresan el gen Thtri5, Tb38tri5, Tb40tri5 y Th41tri5. Las cepas se incubaron durante 3 dias en MM (Penttila y

col., 1987), suplementado con glucosa al 2%. Se tomé como valor de la condicién basal, MM sin glucosa, 288Gt =4
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Figura 49. Valores de expresion del gen tri4, obtenidos a partir de Real-time PCR, en la cepa T. brevicompactum
IBT 40841 y en tres transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5, Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, incubados

en presencia de tirosol. Las cepas se incubaron, durante 1 6 3 dias, en MM (Penttila y col., 1987), con 0,25 6 5 mM
de tirosol. Se tom6 como valor de la condicién basal, MM sin glucosa, 288Gt =1,
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Figura 50. Valores de expresion del gen tri6, obtenidos a partir de Real-time PCR, en la cepa T. brevicompactum
IBT 40841 y en tres transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5, Th38tri5, Tb40tri5 y Th41tri5, incubados

en presencia de tirosol. Las cepas se incubaron, durante 1 6 3 dias, en MM (Penttila y col., 1987), con 0,25 6 5 mM
de tirosol. Se tom6 como valor de la condicién basal, MM sin glucosa, 2880t =q,
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Figura 51. Valores de expresion del gen tril0, obtenidos a partir de Real-time PCR, en la cepa T.
brevicompactum IBT 40841 y en tres transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5, Tb38tri5, Tb40tri5 y
Tb41tri5, incubados en presencia de tirosol. Las cepas se incubaron, durante 1 6 3 dias, en MM (Penttila y col.,
1987), con 0,25 6 5 mM de tirosol. Se tomé como valor de la condicion basal, MM sin glucosa, 2% =1.

Como se observa en las Figuras 49, 50 y 51, para cada una de las cepas incluidas en el
estudio, el perfil de expresioén de tri4, tri6 y tril0 fue similar a las dos concentraciones de tirosol
ensayadas. De forma general, en las cuatro cepas, los tres genes mostraron mayores niveles
de expresion tras 1 dia de crecimiento en presencia de tirosol que tras 3 dias de crecimiento.
Ademas, la expresion de los genes fue mayor cuando se utilizaron cantidades menores de
tirosol. Las mayores diferencias en los niveles de expresién de estos genes se observaron

entre la cepa silvestre y los transformantes Tb40tri5 y Tb41tri5 en los cultivos de 1 dia en
presencia de 0,25 mM de tirosol.
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4.2. Efecto de la sobreexpresion del gen Tbtri5 en la expresién de un gen de la ruta

biosintética de ergosterol, el ergl

Con objeto de estudiar como la sobreexpresiéon de un gen de la ruta de los trichotecenos
podia afectar a la expresion de genes relacionados con la biosintesis de otros terpenos, se
analiz6 en las cepa silvestre y en los tres transformantes que sobreexpresan el gen Thtri5, la
expresion del gen ergl, que codifica una escualeno epoxidasa implicada en la ruta biosintética
de triterpenos como el ergosterol. Los niveles de expresién de ergl se analizaron mediante
Real-time PCR tras incubar los hongos, durante 3 dias, en medio MM (Penttila y col., 1987),

suplementado con glucosa al 2%, (apartado 4.1.3 de Materiales y Métodos).

El ARN total se retrotranscribié utilizando oligo (dT)s (apartado 9.3.2 de Materiales y
Métodos). El ADNc, asi generado, se utiliz6 como molde en diferentes reacciones de PCR. Los
oligonucledtidos, recogidos en la Tabla 5 de Materiales y Métodos, se disefaron en la zona
central del gen ergl. Como control interno se utilizdé el gen que codifica la B-tubulina, usando

los oligos Tub-r y Tub-f.

En la Figura 52 se muestran los valores de la expresion de ergl en la cepa silvestre, T.
brevicompactum IBT 40841, y en los tres transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5,
Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5. Se observaron mayores niveles de expresion de ergl en los
transformantes Tb40tri5 y Tb41tri5 que en la cepa silvestre, cuando se incubaron bajo idénticas

condiciones de crecimiento.
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Figura 52. Analisis de la expresién del gen ergl, relacionado con la ruta biosintética de triterpenos, mediante
Real-time PCR, en la cepa silvestre T. brevicompactum IBT 40841 y en tres transformantes que sobreexpresan
el gen Tbtri5, Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5. Las cepas se incubaron durante 3 dias en MM (Penttila y col., 1987),

suplementado con glucosa al 2%. Se tom6 como valor de la condicién basal, MM sin glucosa, 288C =1,
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Por otro lado, se analizé6 cémo afectaba a la expresion de ergl, en la cepa silvestre y en
los tres transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5, la presencia de un agente
antioxidante en el medio como es el tirosol. Los diferentes hongos se crecieron en el medio MM
(Penttila y col., 1987), sin glucosa y suplementado con 0,25 mM de tirosol, durante 1 6 3 dias
(apartado 4.1.3 de Materiales y Métodos).

Los valores de expresion del gen ergl para las diferentes cepas, incubadas en presencia
de tirosol, se muestran en la Figura 53. Tanto en la cepa silvestre como en las tres cepas
transformantes que sobreexpresan el gen Tbtri5, la expresion de ergl disminuye en presencia
de tirosol 0,25 mM. Las mayores diferencias en los niveles de expresion del gen ergl en
presencia de 0,25 mM de tirosol respecto a la ausencia de tirosol en el medio de cultivo se
observaron en el transformante Tb41tri5.
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Figura 53. Valores de expresion del gen ergl, relacionado con la ruta biosintética de triterpenos, obtenidos a
partir de Real-time PCR, en la cepa T. brevicompactum IBT 40841 y en tres transformantes que sobreexpresan
el gen Tbtri5, Tb38tri5, Tb40tri5 y Tb41tri5, incubados en presencia de tirosol. Las cepas se incubaron, durante 3
dias, en MM (Penttila y col., 1987), sin glucosa y con 0,25 mM de tirosol (ti). Se tomé como valor de la condicién basal,

MM sin glucosa, 2°4%'=1.
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Desde hace varias décadas, diferentes cepas del género Trichoderma se vienen
utilizando con éxito en el control bioloégico de hongos fitopatégenos en ambiente natural (Monte,
2001). En la actualidad, el conocimiento que se tiene de las especies de Trichoderma es
posiblemente superior al alcanzado en cualquier otro género de hongos. Se han secuenciado
tres genomas (T. reesei, T. atroviride y T. virens) y los conocidos problemas de identificacion
morfolégica, debidos a la enorme simplicidad fenotipica de este género, se han resuelto con la
aplicacion de distintas herramientas moleculares que han permitido la delimitacion de especies
de Trichoderma y de su estado teleomorfico (sexual), el ascomiceto Hypocrea, en distintos
grupos o clades taxondémicos (Druzhinina y Kubicek, 2005; Samuels, 2006). La cepa IBT
40841, utilizada en el presente trabajo, pertenece a la especie T. brevicompactum y fue
propuesta por Kraus y col. (2004) como una especie filogenéticamente distinta a las
pertenecientes a los clades VIRIDE y LUTEA, siendo representativa de un nuevo clade
denominado BREVICOMPACTUM (Degenkold y col., 2008a) que, con la excepciéon de
Hypocrea rodmanii, se caracteriza porque todos sus miembros son productores de
trichotecenos sencillos altamente téxicos. Curiosamente las cepas T. harzianum ATCC 90237 y
T. viride LEO ND 8, productoras de trichotecenos, fueron reclasificadas como T. arundinaceum
y T. brevicompactum, respectivamente, dentro de este clade BREVICOMPACTUM (Degenkold
y col., 2008a). El hecho de producir metabolitos muy toxicos deberia invalidar a las especies de
BREVICOMPACTUM para su uso como agentes de biocontrol, pero ha sido su capacidad para
producir estos sesquiterpenos téxicos, muy parecidos a los de Fusarium (Desjardins y
col.,1993), y a que disponiamos de conocimientos previos de la ruta biosintética de
compuestos terpénicos por otras especies de Trichoderma (Cardoza y col., 2006b y 2007), lo
que nos ha movido a abordar el estudio de la biosintesis de sesquiterpenos en T.
brevicompactum porque, ademas, es escasa la informacién sobre como Trichoderma sintetiza

y regula la produccién de estos metabolitos.

Varios trabajos realizados en especies de Fusarium muestran que la biosintesis de
trichotecenos involucra una ruta compleja de oxigenaciones, ciclaciones y esterificaciones, en
la que estan implicados diferentes genes organizados en un cluster de 26 kb (Brown y col.,
2004; Kimura y col., 2007). En este sentido, se ha descrito en Fusarium spp. que uno de los
pasos criticos en la ruta de sintesis de trichotecenos esta catalizado por una trichodieno
sintasa, codificada por el gen tri5. La enzima es miembro del grupo de las terpeno ciclasas y
cataliza la isomerizacion y ciclacion del farnesil pirofosfato (FPP) para formar trichodieno, un
posible sitio de regulacion en la ruta biosintética de sesquiterpenos (trichotecenos), diterpenos
y triterpenos (Rynkiewicz y col., 2001). Algunos autores han propuesto que distintas especies
de Trichoderma pueden producir trichotecenos pero en la mayoria de esos estudios la
metodologia analitica no fue suficientemente especifica, ya que uUnicamente en el clade
BREVICOMPACTUM se han detectado trichotecenos sencillos: harzianum A y trichodermina;
con una ruta biosintética comun desde farnesil pirofostato a trichodieno, a trichodiol y a

trichodermol, el punto de divergencia para harzianum A, en T. arundinaceum, T. turrialbense y
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T. protrudens, y para trichodermina, en T. brevicompactum (Degenkold y col., 2008a). Aunque
un gen tri5 de una trichodieno sintasa putativa se aisl6é en T. arundinaceum (Gallo y col., 2004),
el trabajo recogido en esta tesis doctoral constituye el primer aislamiento y caracterizacion
funcional de un gen que codifica una trichodieno sintasa de Trichoderma, en particular, el gen

Thtri5 de T. brevicompactum, que esta implicado en la produccién de trichodermina.

Para aislar el gen Tbtri5 de T. brevicompactum IBT 40841 se utilizé una genoteca de
ADN gendmico de esta cepa y para su escrutinio se usé una sonda heteréloga obtenida por
PCR de T. arundinaceum ATCC 90237 (Gallo y col., 2004). Tbtri5 comparte un 99 y un 60% de
identidad de secuencia aminoacidica, y un 93 y un 64% de identidad de secuencia nucleotidica
con el gen tri5 de T. arundinaceum y Fusarium spp., respectivamente. La similitud nucleotidica
observada en los genes tri5 de Trichoderma permitié el aislamiento de Tbtri5 utilizando una
sonda heterdloga. En la secuencia del gen Tbtri5 de T. brevicompactum se detecté un intron de
59 pb, tamafio comprendido dentro del rango de 57 a 60 pb observado para intrones del gen
tri5 en otros hongos (Hohn y Plattner, 1989; Gallo y col., 2004). Ademas, la secuencia del intron
comienza en GTAACT, termina en TAG y contiene el motivo interno TGCTAACA, que se ajusta
a la secuencia consenso de procesamiento YGCTAACN, la cual ha sido previamente descrita

en intrones de hongos filamentosos (Gurr y col., 1987; Ramboseck y col., 1987).

La traduccion del ORF del gen, 1226 pb, dio una secuencia de 388 aminoacidos que
corresponden a una proteina de un peso molecular tedrico de 44,93 kDa y un punto isoeléctrico
tedrico (pl) de 5,26. Estas caracteristicas son similares a las observadas en trichodieno
sintasas de Fusarium (40-60 kDa, pl=5,37) (Cane y Bowser, 1999; Rynkiewicz y col., 2001). El
analisis in silico de la proteina TbTRI5, determindé una ubicacién citoplasmatica con una
probabilidad del 65,2%. No se detecto la presencia de péptido sefial, sin embargo, se encontré
un prepro-péptido dentro de la secuencia de TbTRI5. En este sentido, la presencia de un
péptido sefial se ha relacionado con un alto grado de hidrofobicidad al inicio de la secuencia
aminoacidica de la proteina (Matoba y Ogrydziak, 1998), hecho que no coincide con el perfil
hidropatico de TbTRI5 al inicio de su secuencia. Por otro lado, las trichodieno sintasas
pertenecen a la familia de las terpeno ciclasas, que se caracterizan por un predominio de una
estructura de plegamiento hélice o antiparalelo (Rynkiewicz y col., 2001), disposicién que
coincide con los resultados obtenidos en el andlisis in silico de la estructura secundaria de

TbTRI5 en la que predominaban las regiones en hélice o (24) frente a las regiones en hoja

plegada B (4).

Ya que Rynkiewicz y col. (2001) habian demostrado que la trichodieno sintasa comparte
similitud  estructural, altamente significativa, con otras sesquiterpeno sintasas,
independientemente de que carecieran de una identidad de secuencia significativa. El
alineamiento de proteinas TRI5 mostré que TbTRIS posee las tres regiones conservadas

relacionadas con el centro catalitico de terpeno ciclasas, que la region N-terminal esta menos
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conservada y, como habia sido descrito para la proteina TRIS putativa de T. arundinaceum
(Gallo y col., 2004), una secuencia de 9 aminoacidos de la region N-terminal estaba ausente en

otras trichodieno sintasas fungicas pero presente en TbTRI5.

De acuerdo con el arbol NJ obtenido a partir de secuencias de genes tri5 depositadas en
bases de datos, Thtri5 se localiza junto al gen tri5 (nimero de acceso AJ784992) de T.
arundinaceum, formando un subgrupo soportado por un valor bootstrap del 100%. El conjunto
de secuencias se agruparon de un modo similar a las relaciones evolutivas de los diferentes
grupos de organismos, quedando separados los ascomicetos y las plantas. La secuencia de A.
niger se separé de la del resto de ascomicetos, indicando que dentro de éstos existen
diferencias filogenéticas entre los genes de Hipocreales (Fusarium, Myrothecium, Stachybotrys,

Trichoderma) y Eurotiales (Aspergillus).

Analisis tipo Southern realizados en este estudio, donde se emplearon diferentes
enzimas de restriccion para digerir los ADNs gendmicos, mostraron que en el genoma de T.
brevicompactum IBT 40841 existe una copia unica del gen Tbtri5, hecho que concuerda con lo
descrito para diversas especies de Fusarium y para T. arundinaceum (Desjardins, y col., 1993;
Gallo y col., 2004). También se detectd la presencia de un gen homoélogo a Tbtri5 en otras
especies del género Trichoderma relacionadas con biocontrol [T. atroviride (T11), T. harzianum
(T22 y T34) y T. virens (T59)], asi como, en la cepa T52 de T. longibrachiatum, una especie no
relacionada con el control bioldgico (Hermosa y col., 2004). Considerando la informacién
disponible para especies de Fusarium y que en los analisis Southern se usaron condiciones de
hibridacién restrictivas, 65°C, seria l6gico pensar que la ausencia de banda en los carriles que
contenian el ADN de la cepa T52 digerido con BamHI y de la cepa T11 digerido con Xhol, sea
debida a una degradacion del ADN, ya que se observaron bandas cuando el ADN de T52 se
digirid6 con Xhol y el de T11 con BamHI. De esta forma sugerimos la presencia de un gen

homologo a Thtri5 en todas las cepas analizadas.

Por tanto, nuestro analisis Southern detecté un gen homologo a tri5 en los genomas de
T. atroviride, T. asperellum, T. harzianum, T. longibrachiatum y T. virens, que fue también
detectado, mediante amplificaciones por PCR, en los genomas de T. koningii y T.
parceramosum (Gallo y col., 2004), especies que no han sido descritas como productoras de
harzianum A o de ftrichodermina. En cualquier caso, tri5 es el primer gen de la ruta y la
produccion de los diversos metabolitos terpénicos depende de la presencia y funcionalidad de
los genes situados aguas abajo en la cascada biosintética, en la cual el gen tri6 actia como un

regulador transcripcional de la ruta de biosintesis de trichotecenos (Hohn y col., 1999).

En este trabajo, secuenciamos y analizamos in silico 367 pb de la region promotora de
Thtri5 e inicialmente buscamos secuencias fundamentales de un promotor. No se encontré

ninguna secuencia que se ajustara perfectamente a una caja TATA (5-TATATAA- 3°), aunque
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se observaron dos secuencias similares (5-TATAGAC-3’ y 5-TATACAA-3’). En este sentido,
existen referencias sobre genes que se expresan eficientemente aun careciendo de dichas
cajas (Alton y col., 1982). También se identifico en la regidon promotora la secuencia 5'-
CAAGGC-3" que es un posible sitio de unién a TRI6, una proteina en dedos de zinc, requerida
para la regulacion de la expresién de los genes tri en la ruta biosintética de trichotecenos (Hohn
y col., 1999). En la regién promotora del gen tri5 de T. arundinaceum se identifico, 500 pb
aguas arriba del ATG, una secuencia de unién a TRI6, representada como 5-YNAGGCC-3’
(Gallo y col., 2004). También, se ha descrito que en la regién promotora del gen tri5 de
diversos hongos productores de trichotecenos como F. graminearum, F. sporotrichiodes, F.
sambucinum y M. roridum (Hohn y col., 1999) existen multiples copias de los sitios de unién a
TRI6, y que mas de un 65% de los sitios se ajustan a la secuencia 5-TNAGGCCT-3'. Todos los
datos parecen indicar que, como ya describieran Protor y col. (1995b), en la regién promotora
de tri5 hay un punto de control transcripcional en la regulacion de la biosintesis de

trichotecenos que seria determinante en la produccién de micotoxinas fungicas.

Considerando otros motivos que aparecen en la regién promotora de Tbtri5 y estudios
previos de regulacion del gen tri5 realizados en diferentes especies de Fusarium, se cultivo T.
brevicompactum en condiciones relacionadas con estrés oxidativo y con fuentes de carbono
selectivas. Ya que se trata de un gen relacionado con la produccion de metabolitos
secundarios, la expresion del gen se analizé tras incubar el hongo a diferentes tiempos
relativamente largos, 1, 3 6 7 dias, observandose los mayores niveles de transcrito en cultivos
de T. brevicompactum incubados durante 3 dias. Del conjunto de condiciones ensayadas, se
observé una mayor expresion de Tbtri5 tras cultivar el hongo en presencia de glucosa al 2%,
glicerol al 0,025 6 0,1% y con 0,2 6 0,5 mM de H,0,. El perfil de expresion del gen fue idéntico
para todas estas condiciones: la mayor expresion tuvo lugar al tercer dia de incubacion y
decreci6 al séptimo. Estos resultados parecen indicar que existe una regulacién de la expresion

del gen Tbtri5 por sustrato (Covarelli y col., 2004) y por estrés oxidativo (Jiao y col., 2008).

También se identificd en la region promotora del gen Thtri5 un posible sitio de union para
el factor de transcripcién STRE, un regulador de respuesta a estreses osméticos, térmicos y
oxidativos (Yoshikawa y col., 2008). Como se observé en F. graminearum (Ponts y col., 2007),
la presencia de H,O, en el medio de cultivo incrementaba la expresion de Thtri5. También se
observé que los niveles del transcrito aumentaban al afadir glicerol al 0,1% como unica fuente
de carbono al medio de cultivo. Se utilizan las altas concentraciones de glicerol para reducir la
actividad agua (a,) en el medio. Schmidt-Heydt y col. (2008) anadieron diferentes cantidades
de glicerol al medio de cultivo para explorar el efecto que tenia la a, en la expresion de tri5 en
Fusarium culmorum y detectaron la maxima expresion cuando anadian un 13% de glicerol al
medio, equivalente a una a, de 0,98. Sin embargo, nosotros utilizamos tres proporciones de

glicerol diferentes, 0,025, 0,1 y 1%, para estudiar como afectaba este compuesto a la expresion
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de Thtri5 y, aunque no se midieron los valores de aw en el medio, los mayores niveles de

expresion se detectaron en presencia de glicerol al 0,1%.

Estudios realizados en F. graminearum mostraron que la sacarosa activaba la expresion
de genes tri e inducia la biosintesis de trichotecenos macrociclicos, no observando represion
catabdlica por carbono; sin embargo, la expresion de tri5 no aumentaba en presencia de
glucosa (Jiao y col., 2008). En este sentido, la expresién del gen Thtri5 de T. brevicompactum
se incrementd en medios de cultivo que contenian glucosa pero no en aquellos con un 1 6 2%
de sacarosa, resultados que demuestran una regulacion diferente en los genes tri5 de ambos

hongos.

Los trichotecenos son sintetizados a partir de trichodieno mediante una serie de
oxigenaciones (Dejardins y col., 1993), por tanto, cambios en los pardmetros oxidativos del
medio de cultivo pueden interferir en el metabolismo secundario de los hongos y modular los
niveles de produccion de trichotecenos (Ponts y col., 2006). En experimentos realizados con F.
graminearum se ha demostrado que al suplementar el medio con H,O, se incrementa la
produccion de DON/ADON (Ponts y col., 2006, 2007). También, recientes experimentos
realizados en F. culmorum han demostrado que metabolitos con propiedades antioxidantes
inhiben la ruta biosintética de los trichotecenos (Boutigny y col., 2009). Nosotros utilizamos dos
antioxidantes, acido ferulico y tirosol, que se afadieron en distintas cantidades (0,25, 1 y 5 mM)
a medios que se incubaron durante 1, 3 6 7 dias, y observamos una represion de Tbtri5 a lo
largo del tiempo, al incrementar la cantidad de antioxidante. Estos resultados confirman que los

antioxidantes modulan la ruta biosintética de trichotecenos en Trichoderma.

Se ha descrito en Fusarium que la regulacion de la biosintesis de trichotecenos ésta
modulada por factores ambientales como temperatura y cambios de pH (Schmidt-Heydt y col.,
2008). En el promotor de Thtri5 se localizé la secuencia 5-GCCARG-3°, que es reconocida
por el factor de transcripcion PacC, implicado en la regulacién por pH (Tilburn y col., 1995) en
hongos como A. nidulans (de Vries y Visser, 2001) o F. oxysporum (Caracuel y col., 2003). En
nuestro estudio se analizo la expresion de Tbtri5 a pH 4 y 8, y no se detectd expresion de este
gen, posiblemente porque se trabajé con un medio minimo insuficiente para permitir su

transcripcion.

La presencia de los motivos de regulacion sefalados en la regién promotora del gen
Thtri5 junto con los resultados obtenidos en los estudios de expresion apoyarian la hipotesis de
que la regulacién de este gen estaria determinada por una compleja red de sefiales que se
activaran dependiendo de las condiciones de crecimiento del hongo (Proctor y col., 1995b;
Rynkiewicz y col., 2001; Ponts y col., 2007; Jiao y col., 2008; Schmidt- Heydt y col., 2008). Asi,
se sugiere que la expresion 6ptima de genes tri5, que catalizan el primer paso de biosintesis de

trichotecenos, ocurre cerca de las condiciones de crecimiento 6ptimo del hongo, estando
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regulada por estreses ambientales y nutricionales, y ademas es género y especie dependiente
(Schmidt-Heydt y col., 2008).

Para investigar la funcion de Tbtri5 en T. brevicompactum se utilizé una sobreexpresion
homologa, por medio de la bacteria A. tumefaciens AGL1, previamente transformada con el
plasmido pURSPTS, para infectar la cepa IBT 40841. Se ha descrito que este método tiene una
eficiencia de transformacion 100 a 1000 veces superior a la de los métodos tradicionales (de
Groot y col., 1998; Cardoza y col., 2006a). Aunque la forma mas adecuada de asignar funcién
a un gen pasa por la disrupcion génica, en Trichoderma, la frecuencia de recombinacion
homadloga es muy baja y ademas varia segun la cepa (Mach y Zeilinger, 1998). Hasta el dia de
hoy, solo existen referencias de interrupcion génica en las especies T. harzianum, T. virens, T.
atroviride y T. reesei. En todos los casos se utilizé una extensa region de ADN gendémico (mas
alla de la zona codificante por ambos extremos) para favorecer la recombinacién homadloga del
cassette de interrupcién en el locus de destino (Rosado y col., 2007; Rubio y col., 2009). Por
todo ello, optamos, para asignar funcién a Tbtri5 mediante la obtencion de cepas

transformantes de T. brevicompactum con copias adicionales de este gen.

En este trabajo se obtuvieron 45 transformantes que mostraron resistencia a higromicina.
Tras analizar la insercion del cassette de expresion en 10 de los transformantes mediante PCR,
se realizd un ensayo de actividad frente a las levaduras K. marxianus y S. cerevisiae para
seleccionar un menor numero de transformantes con los que seguir trabajando. De esta forma
se seleccionaron, para su posterior caracterizacion, las cepas Tb41tri5, que mostré mucha
mayor actividad antilevadura que la cepa silvestre, y Tb38tri5 y Tb40tri5, que mostraron una
actividad ligeramente superior a la observada en IBT 40841. Posteriormente, se realizé un
analisis tipo Southern para determinar el numero de copias y el modo de integracion de Tbtri5
en dichos transformantes. En los filtros se incluyeron como controles ADN de la cepa silvestre y
de un transformante que contenia el cassette de transformacién vacio, se utilizaron como
sondas un fragmento del gen Tbtri5 y el gen hph, y los ADNs de las cepas se digirieron con las
enzimas BamHI o Bglll. En las tres cepas transformantes se observé el mismo patrén de
integracion. La banda correspondiente al gen enddgeno se detectd en las cinco cepas pero una
segunda banda de 3937 pb, correspondiente al cassette de transformacién, se observé
unicamente en los tres transformantes cuando se utilizé como sonda un fragmento de Tbtri5.
En todos los carriles se pudieron ver varias bandas inespecificas, debidas posiblemente a
sobredigestiones de los ADNs. El perfil y la intensidad de las bandas de hibridacién observadas
en los filtros indicaron que en las tres cepas sobreexpresantes el cassette de transformacion se

habia insertado una sola vez.
Con objeto de conocer si la copia adicional de Tbtri5 en T. brevicompactum IBT 40841

producia un incremento en los niveles de expresion del gen, se realizé un andlisis mediante

Real-time PCR, en el que se incluyd la cepa silvestre IBT 40841 y los tres transformantes
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seleccionados. Las cepas se cultivaron bajo varias de las condiciones en las que se habia
detectado expresion de Thtri5 en la cepa silvestre. La expresion de Thtri5 en los transformantes
fue mayor que en la cepa IBT 40841, tanto cuando los hongos se cultivaron durante 3 dias en
un medio sin glucosa como cuando se afadieron al medio de cultivo glucosa al 2% o H,O, a
0,2 mM, aunque las mayores diferencias se observaron en cultivos del transformante Tb41tri5
crecido en un medio con glucosa al 2% o en presencia de H,O, 0,2 mM. Estos resultados
guardan relacién con aquellos obtenidos en el estudio de actividad antilevadura, es decir, a
mayor expresion de Tbtri5, mayor actividad antilevadura. Sin embargo, cuando los hongos se
cultivaron durante 1 6 3 dias en presencia de 0,25 6 5 mM del antioxidante tirosol, los niveles
del transcrito en los tres transformantes fueron muy bajos, y s6lo Tb40tri5 y Tb41tri5 mostraron
pequefos incrementos en la transcripcion del gen respecto a la cepa silvestre en cultivos
crecidos durante 1 6 3 dias en presencia de 0,25 mM de tirosol. Estos resultados, en conjunto,
también muestran que los niveles de transcrito de Thtri5 en diferentes transformantes no son
idénticos, bajo idénticas condiciones de crecimiento. Este hecho no fue inesperado, teniendo
en cuenta que Thtri5 se sobreexpresé utilizando el plasmido pURSPTS bajo el control del
promotor gpdA. Estudios previos han demostrado que el gen gpdA no tiene una expresion
constitutiva (Montero-Barrientos y col., 2007; 2008). Igualmente, también se ha observado una
falta de correlacion entre el niumero de copias insertadas de los genes chit33, hsp23, hsp70 y
TvDim1 y sus niveles de expresion en cepas transformantes de Trichoderma (Limén y col.,
1999; Montero-Barrientos y col., 2007; 2008; Moran-Diez y col., 2010).

Por otro lado, en un ensayo de crecimiento de las cepas silvestre y transformantes en
presencia de los antioxidantes acido ferulico o tirosol, se observé una mayor inhibicién del
crecimiento de los transformantes respecto a la cepa silvestre, en presencia de 1 6 5 mM de
acido ferulico pero no en presencia de 0,25, 1 6 5 mM de tirosol. Ademas, observamos que al
igual que ocurria en la cepa silvestre, la expresion de Thbtri5 se inhibia cuando el tirosol estaba
presente en el medio. Estos resultados indican que estos dos antioxidantes, en funcién de su
concentracion en el medio de cultivo, tienen distintos efectos sobre el crecimiento del hongo y

sobre la expresién de Thtri5, influyendo también en la produccién de trichotecenos.

Con objeto de caracterizar la actividad antimicrobiana de los transformantes que
sobreexpresan el gen Tbtri5, se utiliz6 un panel de microorganismos que incluia cinco
levaduras, un hongo filamentoso y cinco bacterias, tres Gram positivas y dos Gram negativas,
como diana de extractos acetodnicos de T. brevicompactum obtenidos a partir de cultivos de dos
medios, PDB y CYS80. Ademas de las cepas de K. marxianus y S. cerevisiae, usadas en los
ensayos de actividad preliminares para la seleccion de transformantes Tbtri5, se incluyeron en
el estudio tres Candida spp. y una cepa de A. fumigatus, ya que tradicionalmente son
causantes de la mayoria de infecciones fungicas, particularmente en pacientes
inmunodeprimidos entre los que se incluyen aquellos con SIDA (Gullo, 2009); una bacteria
como B. subtilis que puede causar contaminacion de alimentos y que se utiliza como diana

modelo de bacterias Gram positivas (Champney y Burdine, 1995); S. aureus MRSA y E.
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faecalis vancomicina resistente, las cuales son consideradas patdégenos nosocomiales
emergentes de gran importancia por su impacto en la mortalidad y la morbilidad (Lee y col.,
2007; Chou y col., 2008; Sawicki y col., 2008); y, dos bacterias Gram negativas como E. coli y

P. aeruginosa con gran interés en clinica porque son responsables de muchas infecciones.

En estudios previos no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
numero de cepas de Trichoderma activas cuando se compararon cultivos procedentes de los
medios PDB y CYS80 (Vizcaino y col., 2005). Sin embargo, en los ensayos antimicrobianos
realizados con los extractos aceténicos de T. brevicompactum se observd siempre una mayor
actividad en extractos procedentes de medio PDB y que la sobreexpresion de Tbtri5 producia

un incremento en la actividad de T. brevicompactum.

Los extractos aceténicos de T. brevicompactum fueron activos frente a las bacterias
Gram positivas pero no frente a las Gram negativas. Particularmente, los extractos de Tb41tri5
procedentes de PDB mostraron mayor actividad que los antibiéticos higromicina, usado a 300
ng/mL frente a B. subtilis, y kanamicina, aminoglucésido que inhibe la sintesis de proteinas
uniéndose a la subunidad 30S del ribosoma y que se usa frente a S. aureus (Ishibashi y col.,
2009), utilizada a 0,5 pg/mL como control en este ensayo. La actividad observada frente a B.
subtilis es comparable con la descrita en estudios previos para extractos de T. longibrachiatum
(Vicente y col., 2001). Ademas, en los ensayos realizados en medio liquido observamos que
los extractos aceténicos de T. brevicompactum procedentes de cultivos en PDB tenian muy
buena actividad frente a S. aureus fenotipo MSSA, siendo el porcentaje de inhibicién semejante
al producido por 0,312 pg/mL de penicilina G que se incluyé como control. También se ha
descrito que los terpenos tienen capacidad de interactuar con la membrana fosfolipidica
bacteriana y, a su vez, habilidad para penetrarla y alcanzar componentes intracelulares
(Trombetta y col., 2005), hechos que podrian explicar la actividad observada en los extractos

de T. brevicompactum frente a bacterias Gram positivas.

Aunque en los ensayos realizados en medio sdlido no observamos actividad frente a las
bacterias Gram negativas para los extractos aceténicos de T. brevicompactum, éstos si
mostraron actividad frente a E. coli, particularmente aquellos procedentes de Tb41tri5, en los
ensayos realizados en medio liquido. Ambos resultados no pueden considerarse
contradictorios porque en estos ensayos se utilizaron dos cepas de E. coli fenotipicamente
diferentes, siendo MB 5746 una cepa en la que se ha descrito que posee menor sensibilidad a
los antibidticos. Por otro lado, podriamos explicar que esa menor actividad observada para los
extractos de Trichoderma frente bacterias Gram negativas sea debida a que la membrana de
éstas esta compuesta principalmente de lipopolisacaridos que conforman una barrera de
permeabilidad hidrofilica y protegen contra antibiéticos altamente hidrofébicos. Sin embargo,
convendria destacar los porcentajes de inhibicion del crecimiento de A. baumannii, 61,5%,

obtenidos con el extracto procedente del transformante Tb41tri5, ya que este patégeno se ha
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convertido en los ultimos afios en un problema emergente de la sanidad mundial. El significado
clinico de A. baumannii estda remarcado por su habilidad para adquirir determinantes de
resistencia a todos los antibidticos p-lactamicos, incluidos los carbapenemes (Peleg y col.,
2008; Poetsch y Wolters, 2008), justificando la necesidad de nuevas terapias y, por tanto, la

investigacion y el desarrollo de nuevos antibidticos frente a este patégeno.

También se observé que los extractos de PDB de T. brevicompactum mostraban buena
actividad frente a las tres cepas de Candida spp. y frente al hongo filamentoso A. fumigatus v,
particularmente, los procedentes del transformante Tb41tri5 superaban en actividad a dos
antibidticos utilizados como controles, anfotericina B a 0,25 ug/mL e higromicina a 300 ug/mL.
También los extractos de T. brevicompactum mostraron una mejor actividad que extractos de T.
longibrachiatum analizados en estudios previos frente a esos mismos patégenos (Vicente y
col.,, 2001). Las mayores limitaciones de los antifungicos actuales son la nefrotoxicidad
(Georgopapadakou y Walsh, 1994; Ha y col.,, 2010) y la emergente resistencia a azoles
(Panackal y col., 2006; Qiao y col., 2008), situacion que justifica la busqueda de nuevos
compuestos antifungicos, preferiblemente de origen natural y con nuevos mecanismos de
accion. En este sentido, se ha sugerido que la actividad antifiungica observada en extractos de
Trichoderma seria debida a interferencias en la sintesis de la pared celular y, particularmente,
por una inhibicién de componentes esenciales como el glucano, la quitina o las manoproteinas
(Vicente y col., 2001, Vicente y col., 2003) y, también, se ha demostrado que acidos terpénicos,
como la ergokonina A aislada de T. koningii, T. viride y T. longibrachiatum, poseen ese
mecanismo de accion (Onishi y col., 2000). La inhibicién de la sintesis de proteinas se ha
considerado una de las dianas mas atractivas en el desarrollado de agentes antimicrobianos,
pero no puede ser aplicable a las terapias antifungicas por la similitud que existe en la

maquinaria de sintesis de proteinas entre hongos y mamiferos (Vicente y col., 2003).

Investigaciones previas, realizadas principalmente con plantas y algas, han demostrado
la actividad antineoplasica de compuestos terpénicos frente a diferentes lineas celulares
tumorales como MCF-7 (cancer de mama), HelLa (cancer cevical), HT-29 (cancer de colon),
KB (cancer de cavidad oral) (Wang y col., 2004; Cervia y col., 2007; Boonsri y col., 2008; Juan
y col., 2008; Zang y col., 2008; Kawasaki y col., 2009), A-549 (carcinoma pulmonar), DLD-1
(adenocarcinoma de colon), MABEU (melanoma) y Bel-7402 (hepatoma) (Legault y col., 2003;
Sylvestre y col., 2006; Tao y col., 2006; Chinworrungsee y col., 2008; Davis y col., 2008). Sin
embargo, existen muy pocos trabajos dedicados a estudiar la actividad antitumoral de terpenos
aislados de hongos, Unicamente se ha descrito la actividad de los trichotecenos harzianum A
y B, aislados de Trichoderma sp., frente a lineas tumorales como HelLa (cancer cervical), MCF-
7 (cancer de mama) y HT1080 (fibrocarcinoma) (Lee y col., 2005; Jin y col., 2007). En este
sentido, el paclitaxel (taxol), un diterpeno originalmente aislado de Taxus brevifolia, y
recientemente encontrado en hongos como Taxomyces andreanae y Pestalotiopsis microspora

(Zhou y col., 2007), se usa actualmente en el tratamiento de pacientes con cancer de pulmon,
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ovario, mama, cabeza y cuello de utero, y formas avanzadas del sarcoma de Kaposi (Newman
y Cragg, 2007; Ondari y Walker, 2008).

Al evaluar y comparar la capacidad antitumoral de los extractos aceténicos de cepas de
T. brevicompactum que sobreexpresan el gen Tbtri5 frente a diferentes lineas celulares, se
observé que la sobreexpresion incrementaba la actividad antitumoral. Ademas, se observé
especificidad frente a las lineas tumorales de mama (MCF-7), ovario no resistente a
doxorrubicina (MES-SA) y ovario resistente a doxorrubicina (MES-SA/Dx5). Este es un dato
interesante, ya que el cancer de mama y ovario son dos de las neoplasias mas comunes en el
mundo. También se ha descrito que en los tratamientos con antraciclinas, como la
doxorrubicina, se produce mielosupresion, cardiotoxicidad y emergencia de resistencia (Lu y
Waxman, 2005). Asi, se hace necesaria la investigacion y desarrollo de nuevos agentes contra

lineas celulares tumorales, preferiblemente, con mecanismos de accion novedosos.

Por otro lado, aunque los extractos aceténicos de T. brevicompactum mostraron actividad
frente a lineas celulares no tumorales (184-A1 y CCD-16Lu), este efecto fue reversible.
Mientras que la actividad observada frente a lineas tumorales humanas no lo fue.
Interesantemente, el extracto de Tb41tri5 afecté a todas las lineas tumorales mas eficazmente
que el resto de los extractos estudiados. Ademas, este extracto no mostré actividad frente a
fibroblastos de pulmén sano (linea CCD-16Lu). Investigaciones previas han demostrado que
los compuestos terpénicos causan cambios morfolégicos como retraccién, redondeo y
disminucién de las células cultivadas, ocurriendo un reordenamiento de los filamentos de actina
y de los microfilamentos intermediarios (Martin y col., 2009). Ademas, las células en presencia
de estos compuestos muestran una reduccion significativa en su capacidad para adherirse y
difundir. De los resultados de actividad antitumoral obtenidos con los extractos de T.
brevicompatum se desprende, por un lado, la existencia de selectividad ya que se observaron
diferencias entre las lineas tumorales y las normales; y, por otro lado, su capacidad para

impedir el crecimiento celular.

Las diferencias de actividad microbiana entre la cepa silvestre y los transformantes,
particularmente con Tb41tri5, la cepa que mostrd los mayores niveles del transcrito Tbtri5,
relacionaban TbTRI5 con la actividad antimicrobiana de T. brevicompactum. Para confirmar la
participacion de TbTRI5 en la biosintesis de trichotecenos, analizamos la produccién de
metabolitos en la cepa silvestre y en el transformante Tb41tri5. Los estudios de cromatografia
demostraron que el transformante Tb41tri5 producia mayores cantidades de tirosol y
trichodermina, y menores cantidades de hidroxitirosol que la cepa silvestre, bajo idénticas
condiciones de crecimiento. Ya que sélo la trichodermina mostré actividad antimicrobiana frente
a levaduras y las bacterias multirresistentes de origen nosocomial que se utilizaron como
dianas en los ensayos, este metabolito parece ser responsable del incremento de actividad

antimicrobiana que se observa tras la sobreexpresion del gen Tbtri5. Estos datos confirman
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que Tbtri5 esta implicado en la produccién de trichodermina en T. brevicompactum, y estan de
acuerdo con la posicién taxondémica y con el metaboloma de esta especie (Degenkolb y col.,
2008a).

Ademas, como era esperable, la trichodermina purificada a partir de las fracciones
activas de los sobrenadantes de cultivo de T. brevicompactum, mostré mayor inhibicién frente a
las bacterias Gram positivas que los extractos aceténicos, mostrando ademas actividad frente a
P. aeruginosa, frente a la cual no se habia observado actividad con los extractos acetonicos.
En este sentido, la actividad mostrada frente a P. aeruginosa multirresistente fue superior a la
descrita para el lignoreno, un metabolito derivado sesquiterpénico que fue aislado de T. viride,
frente a P. aeruginosa K 599/WT, una cepa sensible a antibidticos p-lactamicos y que es
utilizada para estudiar la implicacién de las barreras de penetracion celular en la resistencia a
penicilinas y cefalosporinas (Berg y col., 2004). El lignoreno presenta actividad frente a B.
subtilis, M. smegmatis, S. salmonicolor y R. rubra, pero no es activo frente a C. albicans,
Penicillium notatum y F. culmorum (Berg y col.,, 2004). Sin embargo, la trichodermina si
demostro ser activa frente a las tres levaduras y el hongo filamentoso incluidos en nuestros

ensayos.

La trichodermina es un metabolito con 17 atomos de carbono, su formula quimica es 4§-
acetoxi-12,13-epoxitrichotec-9-eno; siendo el puente 12,13-epoxi el que parece conferir a esta
molécula, téxica para eucariotas, una potente actividad antibiética y antineoplésica y, por tanto,
un potencial interés clinico (Chen y col., 2008). La multirresistencia microbiana a antibiéticos es
un problema que demanda un mayor esfuerzo en la busqueda de nuevos agentes
antimicrobianos. Los resultados obtenidos en los ensayos frente a bacterias y hongos
multirresistentes con la trichodermina producida por T. brevicompactum son esperanzadores de
cara al uso de este antibidtico, ya que en algunos casos es mas potente, a idéntica

concentracion, que antibidticos comerciales como anfotericina B, higromicina y amikacina.

El tirosol [4-(2-hidroxietil) fenol] es un metabolito fendlico antioxidante presente en aceite
de oliva o vino (Tarus y col.,, 2003), pero también producido por levaduras y hongos
filamentosos, que recientemente se ha identificado en cultivos de T. viride (Daoubi y col.,
2009). Es sintetizado a partir de una reaccion de transaminacion entre la L-tirosina y el 2-
oxoglutarato, dando p-hidroxifenil-acetaldehido y acido L-glutamico. El producto formado es
entonces descarboxilado, y el aldehido resultante es reducido a tirosol
(Sentheshanmuganayhan y Elsden, 1958; Covas y col., 2003; Ahn y col., 2008). Estudios
previos han mostrando que derivados del tirosol poseen actividades bioldgicas entre las que
destacan su capacidad antibiética, antioxidante y citotdxica en animales y plantas (Liebgott y
col.,, 2008). Ademas, se ha demostrado que el tirosol es una molécula sefializadora del
quorum-sensing, o comportamiento coordinado de una poblacién microbiana frente a un

estimulo, en levaduras como C. albicans y en bacterias de importancia clinica como P.
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aeruginosa o Burkholderia cepacia (Chen y col., 2004; Alem y col., 2006). Se ha observado que
el tirosol acorta la fase de latencia en cultivos de C. albicans y estimula la formacién de tubos
germinativos en células levaduriformes asi como el desarrollo y ramificacion de las hifas
durante las primeras etapas de la formacién de biopeliculas (Chen y col., 2004; Alem y col.,
2006; de Sordi y Mihischlegel, 2009). Cuando incluimos en los ensayos de actividad
antimicrobiana tirosol purificado a partir de los cultivos de T. brevicompactum, no se observo
actividad antimicrobiana frente a ninguno de los microorganismos ensayados. Este resultado
esta de acuerdo con observaciones realizadas en estudios previos donde extracto fendlicos de
vino con alto contenido en tirosol no inhibian el crecimiento de C. albicans (Papadopoulou y
col., 2005). Ademas, tampoco observamos inhibicidon del crecimiento de la cepa silvestre y de
los transformantes Thtri5 cuando se cultivaron en medios que contenian una concentracion de

tirosol de hasta 5 mM.

El hidroxitirosol [2-(3',4'-dihidroxifenil) etanol] es un compuesto fendlico natural, derivado
lipofilico del tirosol, y con propiedades antioxidantes atribuibles a su fraccion orto-difendlica
(Sentheshanmuganayhan y Elsden, 1958; Bernini y col.,, 2008). Se ha descrito que el
hidroxitirosol brinda proteccién a los eritrocitos humanos frente a dafios oxidativos, induce la
apoptosis dependiente de citocromo c y previene enfermedades cardiovasculares y agregacion
plaquetaria, y ciertos tipos de cancer. El hidroxitirosol se utiliza para tratar procesos
inflamatorios y como protector frente a enfermedades neurodegenerativas. Ademas, tiene
aplicacion cosmética para el cuidado de la piel (Ragione y col., 2000; Gutiérrez y col., 2001;
Covas y col., 2003; Fabini y col., 2008).

Una vez observada la existencia de actividad antitumoral en los extractos acetonicos de
T. brevicompactum, y dado que se habia descrito que la trichodermina posee la capacidad de
inhibicion de sintesis de proteinas en células de mamiferos (Wei y col., 1974; Carter y col.,
1976), se realizaron ensayos con trichodermina vy tirosol, purificados a partir de sobrenadantes
de cultivo del hongo, para determinar la DE50 de ambos metabolitos frente a tres lineas
celulares tumorales. Dos de ellas (A-549 y Hep-G2) fueron, en general, mas resistentes al
tratamiento con los extractos aceténicos y la tercera (MCF-7) fue mas sensible a dichos
tratamientos. Ademas se incluy6 otra linea de hepatocarcinoma (Hep-3B), que no se utilizé en
los ensayos con extractos acetonicos. Para las cuatro lineas celulares el tirosol no mostro
actividad antitumoral, pero éstas fueron sensibles a la trichodermina, siendo mayor la actividad
antitumoral sobre la linea MCF-7, seguida de las lineas A-549 y Hep-3B vy, finalmente, Hep-G2.
En el caso del tratamiento con el extracto aceténico proveniente del transformante Tb41tri5, se
habia observado una mayor resistencia sobre la linea A-549 y una sensibilidad parecida para
las lineas MCF-7 y Hep-G2. Por otro lado, comparando los resultados de la DE50 de la
trichodermina respecto a la del taxol observamos una menor actividad antitumoral de la
trichodermina. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el taxol es un agente comercial

purificado y estabilizado, y que la fraccién de trichodermina utilizada en este estudio sélo se
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habia purificado por HPLC. Por otro lado, la diferencia de actividad citotéxica entre la
trichodermina y el taxol se puede deber también a su diferente composicion quimica,

implicando caracteristicas electrénicas, lipofilicas y de geometria molecular.

Con trichodermina y con taxol la citotoxicidad frente a hepatocitos humanos sanos fue
dependiente de la dosis. La estabilizaciéon de la DE50 de la trichodermina sobre la linea de
hepatocitos humanos sanos no se observé hasta después de 38 h de iniciar del tratamiento,
indicando que posiblemente la trichodermina necesite ese tiempo para ingresar en la célula y
poder actuar. Comparados estos resultados con los observados para el taxol, la trichodermina
tiene una accion citotoxica mas lenta. Este retraso podria ser causado por un ataque
nucleofilico que la trichodermina sufriria en su centro activo (NH,, OH o COQ"), resultando en
un enlace covalente permanente (no reversible). La trichodermina, por tanto, necesitaria tiempo
para translocarse y poder llegar a su diana molecular para formar ese enlace covalente. En
otras palabras, dependiendo del medio en que se encuentre la trichodermina, ésta podria
transformarse en un diol, que seria el compuesto activo responsable de la actividad biolégica. A
pesar de que la trichodermina presenté un menor efecto antitumoral, también se observé una
menor citotoxicidad frente a la linea de hepatocitos sanos, en comparacién con el taxol. Por
tanto, podemos proponer que estudios mas exhaustivos a nivel bioquimico de la molécula de

trichodermina podrian conducir a una mejora en su actividad.

A diferencia del taxol, cuya DE50 se estabiliza a las 24 h y su citotoxicidad va
acompafada de una proliferacién de las células remanentes, nuestros resultados muestran que
la trichodermina es menos citotdxica frente a células sanas y ademas tiene un efecto citostatico
frente a cultivos de células tumorales, que se mantiene en el tiempo al menos durante las
primeras 72 h del ensayo. Este comportamiento hace de la trichodermina una molécula muy

interesante en la investigacion de tratamientos oncoldgicos, especialmente en metastasis.

La literatura describe que la trichodermina afecta a la sintesis de proteinas, mediante la
inhibicién directa de la actividad peptidil transferasa en los ribosomas eucariéticos (Tscherne y
Pestka, 1975). Se sugiere que el efecto inhibidor de la trichodermina es relativamente
especifico: a nivel de la terminacién de la elongacion de la cadena peptidica (Tate y Caskey,
1973; Wei y col., 1974; Fernandez-Lobato y col., 1990). Ademas, la trichodermina no parece
causar ruptura y/o disgregacion de los polirribosomas eucarioticos, debido a que esta molécula
se uniria al ribosoma de manera covalente, a través de la apertura del anillo epéxido (Cundliffe
y col., 1974).

Ademas de las actividades antimicrobianas y antitumorales observadas en T.
brevicompactum IBT 40841 y la relacion del gen Thbtri5 con las mismas, también se estudio la
capacidad potencial de esta cepa de Trichoderma como agente de control biolégico. Aunque

las principales especies de Trichoderma spp. con eficacia en el biocontrol de fitopatégenos se
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clasifican como T. harzianum, T. virens, T. asperellum o T. atroviride (Hermosa y col., 2004),
las propiedades antibidtica y citotoxica de T. brevicompactum podrian aconsejar su uso en
estrategias de control bioldgico en agricultura. Sin embargo, los resultados obtenidos a partir de
cultivos duales en los que se incluyeron los fitopatdgenos B. cinerea, R. solani y P. irregulare
mostraron que T. brevicompactum no posee capacidad micoparasitica y que la sobreexpresion
de Tbtri5 no afecta esa capacidad. Se ha descrito que la accion micoparasitica directa de
Trichoderma combina la secrecidon de enzimas hidroliticas y la formacion de estructuras de
infeccidon en el hospedador, cuya penetracion se ve facilitada por metabolitos secundarios,
algunos de los cuales se ha demostrado que actuan de forma sinérgica con dichas enzimas
hidroliticas (Schirmbdck y col., 1994; Hanson, 2005). En esta tesis no se ha analizado la
capacidad de T. brevicompactum para producir enzimas hidroliticas de la pared celular de
fitopatdgenos, pero parece que la mera produccién de trichotecenos no seria un motivo
suficiente para controlar los fitopatégenos ensayados, probablemente porque a diferencia de
los hongos patégenos humanos utilizados en los ensayos de antibiosis, los fitopatégenos que
viven en el suelo presentarian una mayor resistencia a los metabolitos secundarios de T.

brevicompactum.

Muchas especies de Trichoderma mantienen una relacion con las plantas como
simbiontes avirulentos (Harman y col., 2004), proporcionandoles beneficios que van desde un
mejor desarrollo de raices hasta un incremento en la produccion de los cultivos y una
estimulacion de sus defensas (Harman, 2006). Metabolitos secundarios producidos por
Trichoderma, tienen un efecto estimulante sobre el desarrollo de la planta cuando se aplican a
dosis bajas (Vinale y col., 2008). Sin embargo, esta descrito que los trichotecenos de Fusarium
spp- son fitotéxicos y que actian como factores de virulencia en plantas hospedadoras
sensibles (Proctor y col., 1995a). Ademas, se sabe que trichotecenos como harzianum A 'y
trichodermina caracteristicos del clade BREVICOMPACTUM son fuertes inhibidodes de la
germinaciéon de semillas y no promueven el crecimiento de las plantas por ser sustancias
fitotoxicas (Cutler y LeFiles, 1978; Nielsen y col., 2005; Degenkolb y col., 2008a).

Los ensayos realizado in vitro e in vivo con semillas y plantas de tomate para conocer su
respuesta a T. brevicompactum y a la sobreexpresion de Tbtri5, mostraron que la emergencia
y el tamafio de las plantas era menor en presencia de T. brevicompactum y menor ain con los
transformantes Tb40tri5 y Tb41tri5. Ademas las lesiones necroticas producidas por B. cinerea
en plantas de tomate cuyas semillas habian sido tratadas previamente con las distintas cepas
de T. brevicompactum, se vieron incrementadas por estos tratamientos. En cualquier caso, la
produccion de trichodermina y los efectos fitotoxicos observados sobre tomate, parecidos a los
descritos para trichotecenos de Fusarium spp., invalidan la utilizacion de T. brevicompactum

IBT 40841 como agente de biocontrol en agricultura.

Debido al elevado interés fitopatoldgico de la toxina T2 de Fusarium spp., especialmente

por los dafos econdmicos que causa, son varios los estudios orientados al conocimiento de la
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organizacién génica de la ruta biosintética de trichotecenos en este género (Hohn y Desjardins,
1992; Brown y col., 2004; Kimura y col., 2007). Se ha descrito que la mayoria de genes tri de
Fusarium se agrupan en un cluster altamente conservado entre especies pero que difiere en el
tamafio y la presencia/ausencia de algunas genes como sucede en F. graminearum y F.
sporotrichoides (Brown y col., 2004). De forma similar, nuestro grupo de investigacion ha
obtenido la secuencia completa del cluster de genes tri en T. arundinaceum IBT 40837, y
observado que su composicion y organizacion es diferente a la descrita en Fusarium spp. y
que, particularmente, el gen tri5 se localiza fuera del cluster de genes tri (S. Gutiérrez,

comunicacioén personal).

Con el objeto de determinar si los genes tri de T. brevicompactum IBT 40841 también se
localizaban dentro de un cluster y, de ser asi, cual era su organizacion, se realizaron diferentes
reacciones de PCR con una serie de oligonucledticos, disefiados estratégicamente sobre la
secuencia del cluster de T. arundimaceum IBT 40837. Los resultados demuestran que la
disposicion de los genes tri en el cluster de T. brevicompactum es idéntica que la de T.
arundinaceum. Ademas, la mayoria de los genes y regiones espaciadoras entre los mismos, se
encuentran muy conservadas entre ambas especies. No obstante, se observo polimorfismo en
el gen tri4 y en las regiones espaciadoras entre los genes tril2-trill y tri4-tri6. Este
polimorfismo no es raro si se tiene en cuenta el ya descrito en especies de Fusarium. Se ha
propuesto que el polimorfismo en genes tri se mantiene para lograr un equilibrio de seleccién
entre especies productoras de diferentes quimiotipos de trichotecenos (Ward y col., 2002), lo
cual concuerda con nuestros resultados, ya que dentro del grupo BREVICOMAPCTUM, T.
arundinaceum produce harzianum A (Gallo y col., 2004) y T. brevicompactum produce

trichodermina (Degenkolb y col., 2008a).

Interesantemente, nuestros resultados muestran que en T. brevicompatum los genes tri6
y tril0 no flanquean al gen tri5, como se ha descrito en F. sambucinum, F. sporotrichioides y F.
graminearum (Brown y col., 2001; Peplow y col.; 2003a). Desconocemos por qué Tbtri5 se
encuentra fuera del cluster tri aunque parece ser una caracteristica de Trichoderma ya que
sucede también en T. arundinaceum. El cluster tri de T. brevicompatum contiene 7 genes por
los 10 y 12 de F. graminearum y F. sporotrichoides, respectivamente, pero no parece que todos
ellos estén implicados en la biosintesis de trichodermina. En la Figura 51 se representa la ruta
biosintética de la trichodermina a partir de los resultados previamente publicados en Fusarium
spp. (Desjardins y col., 1993; Kimura y col., 2003; 2007; Tokai y col., 2007; Degenkolb y col.,
2008a). La biosintesis de trichodermina a partir de FPP implica la participacién de los genes
Tbtri5 para producir trichodieno y tri4 para convertirlo en isotrichodiol que, a través de un
compuesto intermediario, producira trichodiol y trichodermol, precursor éste de la trichodermina
y del harzianum A; junto a los reguladores transcripcionales tri6 y tril0. Como T.
brevicompactum no produce otro tipo de trichotecenos (Degenkolb y col., 2008a), tampoco se

conoce la funcion del resto de genes tri en esta especie.
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Figura 51. Modelo de regulacién de la ruta biosintética de la trichodermina y otros terpenos. La sintesis de compuestos
diterpenos y triterpenos se encuentra en recuadros amarillos, la sintesis de harzianum A y trichodermina en un
recuadro verde y la de de trichotecenos de Fusarium spp. en un recuadro azul. Los genes indicados en rojo
corresponden a los incluidos en esta tesis doctoral. Los genes en recuadro negro (tri6 y tril0) corresponden a genes
reguladores de la ruta. El farnesol y el tirosol son moléculas antagonistas y reguladoras de la ruta. Las flechas rojas
indican regulaciéon positiva, la linea discontinua azul indica una posible actividad inhibitoria. Las flechas negras
discontinuas indican pasos intermedios en la ruta biosintética y las lineas negras continuas pasos sucesivos en la
biosintesis. Modificado de Desjardins y col., 1993; Kimura y col., 2003 y 2007; Tokai y col., 2007; Degenkolb y col.,
2008a; de Sordi y col., 2009; Kruppa, 2009.

Dentro del cluster tri, los genes tri4, tri5 y tri6  son considerados genes tempranos de la
ruta de biosintesis de trichotecenos y, en especies de Fusarium, se ha descrito que
probablemente su bajo nivel de expresién puede estar relacionado con su participacién en vias
compartidas (Peplow y col., 2003a). Los genes tri3, trill, tril2 y tril4, que parecen ser
innecesarios en la ruta biosintética de trichodermina, son genes tardios de la produccion de
trichotecenos en Fusarium spp., y se conoce que trill y tril2 se encuentran bajo el control de

tril0 pero no de tri6, mientras que tri3 esta regulado por ambos (Peplow y col., 2003a).

En general, cuando se cultivd T. brevicompactum IBT 40841 en condiciones donde se
habia observado una alta expresién de Thtri5, se comprobd que los genes del cluster tri apenas
incrementaban su expresién. Sin embargo, los perfiles de expresion no fueron homogéneos en
los tres transformantes ya que mientras en la cepa Tb38tri5 fueron similares a los observados
en la cepa silvestre, en el transformante Tb40tri5 se detectd una ligera mayor expresion de tri4

pero mucha mayor expresion de tril0, y en el transformante Tb41tri5 todos los genes excepto
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tril4 incrementaron su expresion, particularmente tril0. Precisamente ha sido en el gen
regulador tril0 donde se han visto las mayores diferencias de expresion entre la cepa silvestre
y los dos transformantes con mayor actividad biolégica. Estos resultados concuerdan con
estudios publicados para especies de Fusarium, donde el nivel de expresion de tri6 fue bajo y
se mantuvo practicamente constante durante todo el curso de incubacién (Ponts y col., 2007).
Por otro lado, al tratarse de genes reguladores (Jiao y col., 2008), tri6 y tril0 deberian

expresarse a tiempos mas cortos que los genes tri4 y tri5.

Existe un modelo de regulacion en loop para Fusarium spp., en el que se propone que
tril0 presumiblemente activado por algun factor desconocido, regularia positivamente a tri6. Sin
embargo, tril0 no es regulado positivamente por tri6, pero tri6, sélo o asociado a otro factor,
bloguearia la expresion de tril0 (Honh y col., 1999; Tag y col., 2001). También se conoce que
tri6 y tril0 no son los Unicos factores de control de la expresion de tri4 y tri5, ya que se ha
descrito que tril5 es un regulador negativo de la biosintesis de trichotecenos en F.
sporotrichioides y F. graminearum (Alexander y col., 2004). Ademas, se ha observado que la
disrupcion de tril0 no inhibe completamente la expresién de los genes tri4, tri5 o tri6, y que tras
la disrupcion de tri6, aun causando una severa reduccion de la expresion de genes tri, los
niveles basales que se siguen detectando para estos genes solo se justificarian con la

existencia de otros reguladores (Tag y col., 2001).

Se ha descrito en Fusarium que tril2 actia como un gen autoprotector frente a sus
propios trichotecenos (Alexander y col., 1999) y la localizacién de este gen en el cluster tride T.
brevicompactum podria justificar la resistencia de la cepa silvestre y los transformantes a la
trichodermina. Sin embargo, a la vista de los resultados de expresién observados en las cepas
de T. brevicompactum, no parece que se necesiten altos niveles de transcrito de este gen, y no
deberia descartarse que existieran otros mecanismos de autoprotecciéon como el gen tril01

descrito en Fusarium (McCormick y col., 1999).

Por otro lado, la represion por tirosol observada para Thtri5 también se detecté para los
genes tri4, tri6 y tril0 cuando T. brevicompactum se cultivé durante 1 6 3 dias con tirosol 0,25 ¢
5 mM. El gen tri4 codifica una P450 monooxigenasa, implicada en el paso de trichodieno a
isotrichodiol sintasa, y junto con la trichodieno sintasa codificada por Tbtri5 son consideradas
las mejores dianas para interrumpir la produccién de trichotecenos (McCormick y col., 2006;
Tokai y col., 2007).

Como se mencioné anteriormente, nuestros resultados mostraban que el tirosol
reprimia la expresion de Tbtri5 y también la de tres genes del cluster tri que habiamos
analizado, lo que conduciria a una disminucion en la produccién de trichotecenos. Ademas se
trababa de una represion duradera pues en el caso de Tbtri5, del que se investigaron sus

niveles de expresion en distintos cultivos durante una semana, se mantenia el séptimo dia. Por
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otro lado, los resultados del analisis cromatografico de la cepa silvestre y el transformante
Tb41tri5 mostraron que la sobreexpresion de Thtri5 daba como resultado un incremento de la
produccion de trichodermina, aunque curiosamente venia acompafiado de una mayor
produccién de tirosol. Precisamente el tirosol es una molécula antagonista del farnesol, un
derivado de FPP que esta implicado en la regulacion del quorum sensing en C. albicans
(Kruppa, 2009) y que inhibe la filamentacion y la formacién de biopeliculas en esta levadura
(De Sordi y Muhischlegel, 2009). El hecho de que el tirosol se produzca a la vez que se
incrementan los niveles de trichodermina podria explicarse como un intento por parte de la
célula de regular los niveles de la pareja antagonica farnesol:tirosol, puesto que trichodermina y
farnesol tienen FPP como precursor comun. No esta descrito que el tirosol forme parte, o
intervenga de alguna forma, en la ruta biosintética de trichotecenos en Fusarium spp., por
tanto, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la ruta biosintética de
sesquiterpenos es compleja y con ella interaccionarian otros sistemas reguladores del
catabolismo de FPP.

Como sabiamos que el FPP es un intermediario comun en la ruta biosintética de
diterpenos, triterpenos y sesquiterpenos en Trichoderma (Cardoza y col., 2006b y 2007),
analizamos la expresion de un gen supuestamente competidor del Thtri5 como es el ergl, que
codifica la escualeno epoxidasa, una enzima implicada en la biosintesis de triterpenos como el
ergosterol. Curiosamente, la represion de Thtri5 que se observaba en todas las cepas, silvestre
y transformantes, cuando se afiadia tirosol al medio de cultivo estuvo acompafada por un
marcado incremento de la expresiéon de ergl unicamente en cultivos de 24 h del transformante
Tb41tri5 con tirosol al 0,25 mM, a pesar de que un incremento en la expresion de ese gen se
habia observado en los transformantes Tb40tri5 y Tb41tri5 cultivados en un medio que
contenia glucosa al 2%. Estos resultados muestran que el perfil de expresion de ergl en
presencia de tirosol es diferente en ambos transformantes. Se necesitan mas estudios que nos
ayuden a comprender el origen del tirosol y su funcién en la ruta biosintética de trichodermina
en T. brevicompactum, a la vez, que entender las interacciones entre las diferentes rutas
biosintéticas de los distintos terpenos (diterpenos, triterpenos y sesquiterpenos) que tienen en

FPP un intermediario comun.
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El gen Thtri5, que codifica una trichodieno sintasa, se encuentra como copia Unica en el
genoma de T. brevicompactum IBT 40841, y existe un gen homologo en cepas
pertenecientes a otras especies de Trichoderma. Ademas, la proteina TbTRI5 posee
las tres regiones conservadas relativas al centro catalitico de las terpeno ciclasas, y
tiene una identidad aminoacidica de un 99% con una hipotética trichodieno sintasa de

T. arundinaceum y de un 60% con trichodieno sintasas de Fusarium spp.

Los datos obtenidos en los estudios de expresion de Thtri5 revelan que el gen esta
regulado a nivel transcripcional por factores nutricionales y condiciones de estrés. Asi,
al igual que se ha observado para genes tri5 en Fusarium spp., el glicerol y el H,O,
inducen su expresion mientras que compuestos antioxidantes como el acido ferulico y
el tirosol la reprimen. Sin embargo, contrariamente a lo observado en Fusarium spp.,

Thbtri5 se induce por glucosa y no por sacarosa.

La presencia en los transformantes Tbtri5 de la cepa IBT 40841 de una copia adicional
del gen Thbtri5, junto a unos mayores niveles de expresién del mismo, demuestra que

éstos sobreexpresan Thitri5.

La deteccidon de mayores actividades, antifungica y antitumoral, en extractos de cultivos
de los transformantes que sobreexpresan Tbtri5, relacionan el gen Tbtri5 de T.

brevicompactum con estas capacidades.

Los resultados de los analisis cromatograficos y espectroscopicos muestran que la
sobreexpresion del gen Thtri5 incrementa la produccion de trichodermina y tirosol, y

relacionan a Thtri5 con la produccién de estos metabolitos.

Los halos de inhibicion producidos por la trichodermina pero no por el tirosol en los
ensayos antimicrobianos, frente a un panel de microorganismos que incluia tres
levaduras (C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis), un hongo filamentoso (A. fumigatus)
y cuatro bacterias nosocomiales (P. aeruginosa, S. aureus MRSA, E. faecalis
vancomicina resistente y A. baumannii), en la mayoria de los casos superiores a los
producidos por antibiéticos comerciales como anfotericina B, kanamicina e higromicina,
demuestran que entre los metabolitos producidos en mayor cantidad por los
transformantes Tbtri5 es la trichodermina la molécula responsable de la mayor

actividad antimicrobiana de dichos transformantes.
La inhibicién celular producida por la trichodermina pero no por el tirosol frente a las

lineas: adenocarcinoma de mama (MCF-7), carcinoma de pulmén (A-549) y carcinoma

hepatocelular (Hep-3B y Hep-G2), y en menor grado frente a la linea de hepatocitos
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humanos sanos, demuestra que entre los metabolitos producidos en mayor cantidad

por los transformantes Tbtri5 Gnicamente la trichodermina posee actividad antitumoral.

Los resultados de los ensayos antitumorales indican que la trichodermina tiene menor
actividad pero, a su vez, menor citotoxicidad frente a lineas celulares sanas que el taxol
(paclitaxel), un antitumoral no citostatico utilizado en el tratamiento de tumores sdlidos.

Ademas, la trichodermina presenta una actividad citostatica prologada en el tiempo.

Los datos de menor emergencia y tamafio de plantas de tomate, y el desarrollo de
mayores lesiones necroticas tras inocular artificialmente el patégeno B. cinerea en
plantas procedentes de semillas tratadas con las cepas de T. brevicompactum,
silvestre y transformantes, demuestran el efecto fitotdxico tanto de T. brevicompactum

como de la sobreexpresion del gen Tbtris.

Los tamarios y las secuencias de los productos de PCR amplificados a partir de ADN
gendémico de T. brevicompactum IBT 40841 y de T. arundinaceum IBT 40837
correspondientes a genes y regiones intergénicas del cluster tri, indican que la
disposicion de los genes es coincidente en ambas especies del género Trichoderma
pero difiere con la descrita para el cluster tri en especies del género Fusarium.
Ademas, a diferencia de lo que ocurre en Fusarium, en las dos cepas de Trichoderma

el gen Tbtri5 esta situado fuera del cluster tri.

La aplicacion biotecnolégica de T. brevicompactum IBT 40841 podria residir en la
explotacién de las capacidades antimicrobiana y citostatica de la trichodermina.
Precisamente, a diferencia de otras especies del género Trichoderma, estas

capacidades invalidan a T. brevicompactum como agente de control biolégico.
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1. SECUENCIA DEL GEN Tbtri5, Y PARTE DE SU PROMOTOR
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TAC TTG GAG ACT ATG GTT CGT CTG TTG GAT ACC GTT AGC TAC AAC GAT
Y L E T M V R L L b T VvV s Y N D

GAG TGC TTG AAG TAT GCT TAC GCA TAC GCA AAA GCT GCC GAG CAT TTT
E C L K Yy A Y A Y A K A A E H F

AAA GTG CCT CCA AAG CGA ATG GCC GCT GCT CTC AAA ACC ATT GTT GGC
K Vv P P K R M A A A L K T 1 vV G

TCC AAA GAG GTC ATG GCC GAT CTC AGC ATC CAC TAC ACA TAC ACT CTG
S K E VvV M A D L S 1 H Yy T Y T L

GCT GGT ACC ATG GCA ACT TGG TAC GAG GAT CTT CTA AAT GCC CGA CCA
A G T M A T W Y E D L L N A R P

AAT GAC TTC ATC CCC AAT GTC CTT CGT CAC TAC GGA GGC TAC TGC CAG
N D F 1 P N V L R H Y G G Y C Q

T gtaagcttccctgcctatcagcccatttttggacgtaaatgctaacacgccaaatttag
Cc

CAC AAC TTC AAG GGT TTC CGT GGC TCC AGT GAC TAT CCT GGC TTC CTC
H N F K G F R G § S D Y P G F L

GTC GGC TCT TCA ATC TGG CCG ATT GAG CTT GTG GAT GAG GAA GAG CAC
v G S S 1 w P 1 E L v D E E E H

CAG ATG GAG AAC TGG ATG GTC TGG ACT AAT GAT CTA TTC TCC TTC TAT
Q M E N W M V W T N D L F S F Y

ACC TCC CTG GTC AAT AAC TAC GTA GAG TGC GAA GGT ATT ACT CTC GAT
T S L v N N Y V E C E G 1 T L D

ACT ATT CGA AGC TCT GAA GAG ATT ATC CAG GTC TTC CAC GAC AAG GAT
T 1 R S S E E 1 1 Q VvV F H D K D

TTC ATC CAA GGC TAC ATC ACC TGG CAT TTG TGC GAT GAC CGC TAC CGT
F 1 Q G Y 1 T W H L ¢ b D R Y R

GAT GAC CCC GTT GCC CAG AAG TTC AAG AAA TAT GCT GAG TCT GCT CGC
b b PV A Q K F K K Y A E S A R

TAC TGC GTA CCC TCG GTT ACC GAG CTA TGC GAG CGT GAG ATG GCC AAG
y ¢ v p S VvV T E L C E R E M A K

GGC CTC GGT AAG ATA GCG AGC AAG ATC TCC TCC GTT GCC CAG TAG gcc
G L G K | A S K 1 s S VvV A Q *
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2. SECUENCIA DEL GEN tri4

ATG GAT GGC GAG TAT gcacattctctacgtctttactcagttcagagattttaatattgctgtcgact

M D G E Y

GCG ATG CCT TGG ACG AGA GCG GGC TTC GGG TCC TCG GAT TCC TGG GAA ACG
A M P W T R A G F G § § D S W E T

CGT GCC ACT ATA GGA GCT TTC TCT CTT CCT CCT GCT ACT GCT GCT ACG GTC
R A T 1 G A F S L P P A T A A T V

GGC TCT CTA AAG CGT TAT TTC CGA AAG AGA ACG GTT GCT CGA GTA GAA CCA
G S L K R Y F R K R T VvV A R V E P

CGC TGT AGG TTA TCG AGG CTG GTG GTA TCG ATG AAT TTA CCA AAA GCA AAT
R cC R L S R L v VvV s M N L P K A N

TCG GCG CGC TCT CAG ATC CGC ATA TTC CAC CTC AAG AAC GAA CTG TTG CTC
A R S Q 1 R 1 F H L K N E L L L

TAT TCG CTG GAA CCG AGA CAA CAT CAA GAA CTC TCG GTA TCA CTA TGT TTT
Y S L E P R Q H Q E L s V S L C F

AAA CTT CGT GAG GGA GTT GAA ATT CTT TTG CCA TCT AGC GAG GAT AAC ATG
K L R E G V E 1 L L P S S E D N M

CCT TAT gggtaaagctctacaaacgatcgatgaaaggaagcctatctaacaagatgcctctaGAC
P Y

TTC ATT CGG TCC CAT AGT CGC TCA TCC AGA GTA GCG ACA CAT GAA GCG TTG
F 1 R S H S R S S R V A T H E A L

GGC gtgaggacatctttgttccggtatctccatctgatgacattgctaacaactatggtattatag
G

GTG CAT ACC GAT ACA GAA ATC TTT CCA GAC CCT TGG GAA TTT AAA CCT GAG
vV H T D T E 1 F P b P W E F K P E

ATT GCG CTG AAG AAG TAT ATT ACC AAC TTT TCT CAG GGA AGC AGG CAG TGC
1 A L K K Y 1 T N F S Q G S R Q C

gaaaagaaatcaattaaattgattggggttgaactaacatggcttat AGC ATG TCA TTT GCT
s M S F A

ATT CCG GCT TTT GAT CTT GAG CTG TAC GAC ACT ACA AAG GCT TGA cat
1 P A F D L E L vy D T T K A *
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3. SECUENCIA DEL GEN tri6

ATG GAT AGC GAG ACT CCT GCA

CAC AAC GTG CTG ACG TGG GAG

GAC TAT GAT TCA CCG ACC CAT ATA
by E D S P T H S 1

TAC ACT GCA TCC GAC CTT GTT TTT GAC
Y T A S D L Vv F S D

GAC CAC ATT CCA CAA CTT TCA TTT ACA
D H 1 P Q L S F s T

ACT GGG AGG GAT TTT CGA CGC CAT CGC
T G R D F R R H Y R

ACG AAT GAT CCA GGT GAC GCT GGT AAG
T N D P G D A G K K

CCG GCC ATC AGA TGT CAA TGG CGG AAC
P A 1 R C Q W R D N

GAC CAC TTT CGA CGA ATT CAT GGG
D H F R R 1 H G K E

4. SECUENCIA DEL GEN tri14

ATG CAA CCA CAG GTG TTA CTG AGC TCA CTG
M Q P Q V L L S S L

GGA AAT CAA CCA TGT CCA CCT CTG CCG GCA
G N Q P C P P L P A

TGG GAC AAA AAA CGC TGT GTT GCC TAT GTC
w D K K R C VvV A Y V

AAT CTC TAT AAT GCT ACG CTC AGT ATC TAT
N L Yy N A T L S 1 Y

AGC CAC CCA GAC TCT GCT ACG CCA AAT
S H P G D S A T P N

GAT CTC TTG ATT GTT ATC GAC AAT GGC
D L L E 1 \ 1 D N G

CTC ACA ATG CTA AGA ACC GTA
L T M D L R T K K V

TAT GCT GAT GAG CTT GCA GTG GGA
Yy A D A E L A S V G

CCT CAA TCA GTG TCG ACT TTC GTC
P Q S E V S T F F V

CAT GTC GGT AAC GTC CTT CTC AAT GAC
H VvV G NV L L S N D

ACG CCA GTT TTT ATT CCT CAG CCA TAT
T P V F 1 P Q T P Y

AAC ACG ATT CTT CTA GCA GCA AAT GTG
N T 1 L L A A E N \

CAG CTA TAC AAT GAG GTC GAG TAT TTG GGT
Q L Y N E VvV E Y L G

ATG TCG GAT CGA ATA TAC GTA GTT TCA GTC
M S D R 1 Y Vv V S Vv

GTG CTT GAT ATC ACG GTC GAG GTA GAT
\ L Q D 1 T VvV E V D
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GGG
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CCT
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GGT

AGC

GAT

CCT

GAC
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AAC

CAA
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ACA

TTC
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GCT
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GCC TGG ATG GCC CCT CTG TTT CGG GCC TCG CCA GAC

TGG CGG CCA CCG GAC GAT GTC GAT AAA AGC CTG GAG

TCT TCG GTG CTT CAT TCA GGG TCA GAC GAG TAC CAT TAT

GGT GGA GTA GGC AGG AAC GCA GAC CTG GAA ATC TCG GAT

AGC ACA TGC CCG TTT CCC GGG TGC TCT GCT CTC TTC ACT

CAC TTT AAG CGT TTT TTT TGT CGT TAC GAG TGC TCG CAA TCT

TTC GCA ACT CGT AAG GAT CGT GCG CGC CAC GAG GCT AAA CAC AAC

GGA GAC CAA TGT ACG AGA ACA TTT AGT CGC ATG GAT AAT ATG AGG
¢G b Q ¢ T R T F S R M D N M R

CCC TTA AGC GAC TAC ATT TCA GGA TGG TCT TGG GGC AGC CTG TTG
P L S D Y 1 s G w s wW G S L L

GAT CTT ATC ATG CGG AAA TAT CAG ATG TAT CCT GAG AAC TTC ATG
D L 1 M R K Y Q M Y P E N F M

gtatgcccgatgtctcctgagcaactgagatctcttctgatttgcatccaatattctag

CCT TAT AAG TCT GAA GTT GTC GAC ACG ATT TCG TTC CCA GGT TTA
P Y K S E V V D T 1 S F P G L

TTG CAT ACC AGT GGA CTA ATT TTA CGG CCG GAC GCA GCT ACT GCC
L H T S G L 1 L R P D A A T A

TGT TTT TTC AGC AAC GGA AAC AAT GTG TCT GGG CCT GAT TAT CTC
c F F S N G N N V S G P D Y L

TCT CAG ATC CGA CTC AAC GAT AGC AAT GGC ACT TAT GCT GGT
S Q 1 R L N D 1 s N G T Y A G

TCT TAC GTT GTT GGC ACC TAC TCT AAC ATC TTG CGC GTT ACA
s Y v v 66 T Y V S§ N 1 L R VvV T

GAG CCT CTT GGC CCA CCC CGA TAT GGC TAC ACT GCT
E P L 6 P P R E Y G Y T G L A

AAG CAA TTA GTG
K Q L V

TTC GAC ATC CGA

GCG CGC GGG
A R F D 1 R D E K G

TTC ACC ACC TCC AAT GTA ATG AAT TTG CCT TAC AAC
E F T T S N \ M N L P E K Y N

GAT CAT CCG TCT GGG GGA GTG GCT GTT TGG AGG TCC CGA GAT
p D H P S G G V A V W R S R D

AGC TTG ACC AAC TTA ACA GCT GCT

T A A

CAA
Q

ACA GAT GGC GCA AAT ATT ACT GTT GCT GGA TAC AGC AGC GAG TTC
T D G A N 1 T VvV A G Y S S E F

ccc CGG GCC GCG CGG
P R A A R

CTT GTA GCA TGA
L v A *
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