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RESUMEN

Entre los microorganismos que habitan el suelo se encuentran especies del
género Trichoderma, que son hongos filamentosos usados como biocontroladores
por su actividad micoparasitica. Se ha reportado que tienen la capacidad de
modular el sistema de defensa de diversas plantas, posiblemente a través de
proteinas tipo efector, capaces de alterar la estructura y funciéon celular del
hospedero, facilitando la interaccion. A partir del secretoma de Trichoderma,
mediante el uso de herramientas bioinformaticas, se seleccionaron 21 genes que
codifican para posibles efectores. Se encontré que cuatro de éstos presentan una
expresion diferencial en interaccién con la planta Arabidopsis thaliana. Dentro de
los candidatos a efectores seleccionados, se encuentran los productos de los
genes TalL6, TaCFEMS5 y TvCyt2. Bajo nuestras condiciones TaL6 y TaCFEMS
mostraron un maximo de expresion a los siete dias de interaccion con la planta,
mientras TvCyt2 mostrd una disminucion en su expresion. Ademas, respondieron
a diferentes moléculas como celulosa y quitina. Se generaron mutantes nulas y
sobreexpresantes de estos genes, para conocer mas acerca de su participacion
durante las asociaciones que establece Trichoderma, y los resultados sugieren la
participacion de estas proteinas en la modulacion de la respuesta de la planta
durante la interaccion. Ademas de observar que estos candidatos son importantes
para que Trichoderma pueda controlar al fitopatogeno Rhizoctonia solani,
sugiriendo que los productos de los genes estudiados participan activamente en

las asociaciones que Trichoderma establece con planta y con otros hongos.
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INTRODUCCION

Interacciones planta-microorganismo.

Las plantas, como organismos sésiles, estdn expuestas a una amplia
variedad de interacciones con organismos benéficos o patégenos. Para controlar
dichas interacciones, las plantas presentan un sistema de defensa complejo, que
les permite defenderse de sus atacantes, que pueden ser herbivoros o patdégenos
microbianos. El mismo sistema regula las interacciones con organismos
mutualistas como hongos micorricicos y rizobacterias (Jayaraman et al., 2012;
Pineda et al., 2013).

Se ha descrito que las interacciones entre una planta y un patégeno
implican una comunicacién de dos vias, mecanismo que también se puede aplicar
a las interacciones benéficas (Boyd et al., 2013). No sdélo se trata de que la planta
pueda reconocer y si es el caso defenderse contra un potencial patégeno, sino
que el microorganismo puede manipular procesos de la planta para crear el
ambiente adecuado, permitiendo su crecimiento y reproduccion. Ambos
organismos utilizan conjuntos de genes que permiten esta comunicacion.

Las interacciones patogénicas generan una supresion del crecimiento o
muerte vegetal, mientras que las interacciones benéficas promueven el
crecimiento vegetal, ademas de que pueden brindar protecciéon contra patégenos.
Sin embargo, algo que tienen en comun estos dos tipos de interacciones, es que

ambos generan una respuesta del sistema de defensa vegetal (Bais et al., 2006).



Induccién del sistema de defensa vegetal.

El sistema de defensa vegetal le permite a la planta distinguir la presencia
de otros organismos, mediante un reconocimiento de moléculas conservadas
estructuralmente y comunes entre microorganismos, tales como flagelina,
lipopolisacaridos o peptidoglicanos, entre otras. Estas moléculas son
colectivamente llamadas Patrones Moleculares Asociados a Microbios (MAMPs o
PAMPs en el caso de organismos patogenos). Jones y Dangl (2006) propusieron
un modelo en zigzag de al menos cuatro fases para explicar la activacion del

sistema de defensa vegetal (Figura 1).

PTI ETS ETI ETS ETI

Efectores de

atogenos
pEee Efectores

de
patégenos| avr.R

¢
¢
© %0 PAMPS

Figura 1: Modelo de zigzag que cuantifica la respuesta inmune vegetal. Esquema
ilustrativo de la activacion del sistema de defensa vegetal. PAMPs: patrones moleculares
asociados a patogenos; PTI: Inmunidad activada por PAMP’s; ETS: susceptibilidad activada por
efectores; ETI: inmunidad activada por efectores; HR: respuesta hipersensible; Avr-R: proteinas de
avirulencia-receptor de Avr. Diagrama tomado de Jones y Dangl (2006).

En la fase uno, los PAMP’s, son reconocidos por los receptores de
reconocimiento de patrones moleculares (PPRs), resultando en la activacién de la
inmunidad, con una amplitud intermedia que puede impedir la colonizacién del

patégeno. En la fase dos, los patégenos exitosos liberan efectores que



contribuyen a su virulencia. Los efectores pueden interferir con la inmunidad
activada por PAMPs (PTI), resultando en una susceptibilidad activada por
efectores (ETS). En la fase tres, proteinas intracelulares de la planta pueden
reconocer los efectores del patégeno o sus proteinas blanco modificadas y activar
una respuesta mas rapida, prolongada y mas amplia que en la PTI, lo que resulta
en una inmunidad activada por efectores (ETI). La ETlI es un acelerador y
amplificador de la respuesta PTI, resultando en una resistencia a la enfermedad
que usualmente involucra la muerte de las células en el sitio de la infeccion,
evitando la dispersion del patdégeno al resto de la planta; la restriccion impuesta al
patdogeno se conoce como respuesta hipersensible (HR). En la fase cuatro, la
seleccién natural ha permitido que diversos patdogenos puedan suprimir la ETI
mediante la inactivacion o diversificacion del efector, o bien mediante la
adquisicién de nuevos efectores que suprimen ETI.

Las respuestas de defensa de la planta son coordinadas por pequefias
moléculas que actuan como mensajeros y regulan la expresion de genes que
codifican para proteinas relacionadas con la defensa (Ausubel, 2005). Entre estas
moléculas se encuentran las fitohormonas acido jasmodnico (AJ), acido salicilico
(AS), acido abscisico (ABA) y etileno (ET), que tienen una funcién clave en la
defensa vegetal (Pieterse et al., 2009).

En el establecimiento de las interacciones planta-microorganismo, se
propone la participacion de dos vias principales: la Resistencia Sistémica Inducida
(RSI), que se activa en la planta frente al ataque de patdégenos necrotrofos vy
herbivoros y que tiene como hormonas mediadoras al acido jasmonico y etileno.

La otra via se conoce como Resistencia Sistémica Adquirida (RSA), y es mediada



por la hormona AS, cuya sintesis y acumulacién es inducida por la presencia de
patdgenos bidtrofos. También se ha reportado que ésta es la principal via de
defensa que activan organismos simbiontes benéficos (Taiz y Zeige, 2006).

En este sentido, se propone que las vias de defensa vegetal deben estar
finamente controladas para permitir las asociaciones benéficas (Riely et al., 2004,
2006; Van Wees et al., 2008). Ejemplo de ello es lo que ocurre durante la
colonizacion de plantas de arroz por Glomus mosseae donde los niveles de AS se
incrementan (Blilou et al., 2000); en otros casos, se ha reportado que la adicion de
AS exogeno ha impedido que rizobacterias que comunmente colonizan a Pisum
sitivum, formen nodulos, evitando una colonizacion exitosa (van Spronsen et al.,
2003). Como se describe en el modelo del zigzag, las moléculas tipo efector se
proponen como elementos fundamentales en la modulacién de las asociaciones
planta-microorganismo.

Proteinas tipo efector: generalidades.

Existe un gran interés por entender como se realizan las interacciones entre
diferentes organismos, sean benéficas o perjudiciales. La conclusion en todos los
casos es que debe existir un intercambio de sefales entre ellos. Poco se conoce
sobre la naturaleza de las moléculas que regulan las etapas tempranas de la
interaccidn entre el microorganismo y su hospedero. Las interacciones planta-
patdogeno han sido mas estudiadas debido a su impacto negativo sobre diversos
cultivos de importancia agricola. En dichos sistemas, se han descrito las
moléculas tipo efector como elementos clave para una exitosa colonizacion del
hospedero. Kamoun (2006, 2007) las define como moléculas que alteran la

estructura y funcion de la célula hospedera, facilitando los procesos de infeccion



(factores de virulencia y toxinas) o activando las respuestas de defensa (factores

de avirulencia y activadores). Las moléculas tipo efector pueden ser proteinas

(Plett et al., 2011; Mgbeahuruike et al., 2012), metabolitos secundarios (Luo y col.,

2010; Baldwin et al., 1985) o incluso micro ARN (Weiberg et al, 2013). En el caso

de las proteinas tipo efector, se ha descrito su participacion en diferentes sistemas

patogénicos, en la Tabla 1 se muestran algunos ejemplos.

Tabla 1. Ejemplos de proteinas tipo efector de hongos y oomicetos fitopatégenos. Se
cita la familia a la que pertenecen, funcion y or:

anismos donde se han reportado.

colonizacién del patégeno

Clonostachys rosea

Proteina Funcioén Organismo Cita
Mycosphaerella
Marshall et al., 2011;
LysM Inhibicién quitinasas graminicola
Sanchez Vallet 2013.
Cladosporium fulvum;
Degradacion de pared vegetal,
Hidrolasas Activacion del sistema de Botrytis cinerea; Zhang et al., 2015;
defensa vegetal
Implicado en procesos de
CFEM Magnaporthe grisea Kulkarni, 2003.
patogenicidad
M. grisea; Kim et al., 2005;
Implicadas en mediar la
Hidrofobinas Phlebiopsis gigantea; Mgbeahuruike et al., 2012;

Dubey et al., 2014.

Proteinas de

Sclerotinia sclerotiorum

Modificaciones a nivel Hyaloperonospora
localizacion Caillaud et al., 2013
transcripcional arabidopsidis
nuclear
Cerato- Implicado en procesos de
B. cinerea; Frias et al., 2011;
platanimas patogenicidad
Ustilago maydis, Doehlemann et al., 2009;

Hipotéticas Funcién desconocida Blumeria graminis, Spanu et al., 2010; Zhu et

al., 2013.




En muchos de los efectores se han encontrado dominios o motivos
caracteristicos, dependiendo de la localizacion que tengan en el hospedero. En
algunos casos, las proteinas son secretadas y posteriormente son internalizadas a
la célula vegetal (Schornack et al., 2009). Uno de los dominios mas estudiados es
el RXLR-dEER o RXLX, que se ha encontrado ampliamente distribuido en
efectores pertenecientes a patdogenos tanto de plantas como de humanos
(Bhattacharjee et al., 2006). Aunque existe cierta controversia, hay evidencia
experimental acerca de la funcionalidad de los dominios RXLR o similares como
dominios de translocacién. Se propone que la interaccién de este dominio con el
fosfatidilinositol 3 fosfato de las membranas en las células del hospedero, permiten
la internalizacién del efector (Kale et al., 2010). Y recientemente, se ha propuesto
una funcién principal relacionada con la secrecion que como un dominio implicado
en la translocacion (Wawra et al., 2017).

Se ha propuesto también que la presencia de los residuos de lisina
proporciona un area cargada positivamente en el dominio efector, facilitando su
internalizacion (Yaeno & Shirasu, 2013). Existen otros dominios que se ha
propuesto estan implicados en la translocacién del efector. Entre ellos estan el
dominio RGD encontrado en la proteina ToxA producida por el patdégeno del trigo
Pyrenophora tritici-repentis (Manning et al., 2008); los dominios LFLAK presentes
en proteinas de la familia Crinkler y el CHXC, que han sido encontrados en
efectores de P.infestans y P. capsici donde reportan que participan en los
procesos de translocacion al interior de la célula vegetal (Torto et al., 2003; Kemen

etal., 2011).



Al comparar las secuencias de distintos efectores reportados, se ha
encontrado en la mayoria de los casos un patron consistente relacionado a la
posicion del dominio RXLR, localizado entre 30 y 40 aminoacidos después del
péptido sefial de secrecion, por lo general en la regién amino terminal de la
proteina. Sin embargo, hay reportes de efectores funcionales que contienen este
dominio en la region carboxilo terminal (Plett et al., 2011), por lo que su posicion
puede no ser relevante. Después del dominio de translocacidon se encuentra una
region variable, conocida como dominio efector y que determina la funcién
particular de éste. En el caso de los efectores que no entran a la célula y se
localizan en el apoplasto, se ha encontrado que varios de ellos contienen regiones
ricas de cisteina, que le confieren estabilidad a la proteina (Kamoun 2006, 2007).
En la Figura 2 se muestra una imagen con ejemplos estructurales de los efectores
apoplasticos y citoplasmaticos. Las funciones que se han descrito son muy
variadas, principalmente se han descrito para organismos patogénicos, como se
mostro en la Tabla .

Acerca de proteinas tipo efector en organismos benéficos, es poca la
informacion con la que se cuenta. Se han reportado algunos ejemplos en especies
de Rhizobium, donde se vio que las proteinas NopJ, NopM and NopT homdlogas a
la proteinasa AvrPphB de Xanthomonas campestris, estan implicadas en procesos
relacionados con la simbiosis (Kambara et al., 2009). En el caso de hongos
micorricicos se pueden citar a Laccaria bicolor y Glomus intrarradicens (Plett et al.,
2011; Kloppholz et al., 2011), en los que se ha visto que las proteinas MiSSP7 y
SP7 respectivamente, son esenciales para el establecimiento y desarrollo de la

asociacion con las raices. Ademas, se ha demostrado que ambas proteinas son



de localizacién nuclear. En especies del género Trichoderma se han descrito
diversas proteinas y metabolitos secundarios con funcion efectora (Hermosa et al.,
2012). Si bien existe informacién en sistemas benéficos, en comparacion con los
sistemas patogénicos aun falta conocer qué otras moléculas efectoras estan
implicadas en las interacciones planta-microorganismo y si éstas actuan de

manera similar a las reportadas en los sistemas patogénicos.
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Figura 2. Estructura de las proteinas tipo efector. Ejemplos de algunas proteinas tipo
efector que han sido descritas. a) Efectores apoplasticos de Phytophthora infestans; b) Efectores
citoplasmaticos con dominios RXLR-dEER de P infestans y P. sojae. Imagen tomada y modificada
de Kamoun, 2007.

Trichoderma como modelo de estudio.

Trichoderma es un género de hongos que pertenece al phylum
Ascomycota, a la clase Sordariomycetes y a la familia Hypocreaceae (fase
sexual). Se encuentra en diversos ambientes alrededor del mundo y puede ser
encontrado en suelos ricos en compuestos organicos (Brewer & Taylor, 1981). El
estilo de vida de los hongos pertenecientes a este género es muy variado

(Druzhinina et al.,, 2011), incluye estrategias nutricionales caracteristicas de



organismos saprofitos, biotroficos y necrotréficos. Es frecuentemente aislado de
suelos utilizados en la agricultura.

La adaptabilidad, facil aislamiento y manipulacién de los hongos del género
Trichoderma ha facilitado su estudio in vitro, convirtiéndolo en uno de los
principales modelos de estudio para diversos procesos bioldgicos de interés tanto
cientifico como tecnologico. Estos hongos son oportunistas, simbiontes de plantas
y pueden comportarse como parasitos y antagonistas de varios hongos
fitopatdbgenos, protegiendo a las plantas. Trichoderma se situa entre los
organismos biocontroladores mas estudiados y es comercializado junto con otros
biopesticidas, y biofertilizantes (Harman, 2000; Harman et al., 2004a). Diferentes
especies de Trichoderma pueden colonizar la rizosfera y promover efectos
benéficos para las plantas. Entre los efectos se puede mencionar que favorecen
un rapido establecimiento de comunidades microbianas; pueden controlar
patdogenos, mediante diversos mecanismos antagdnicos o de micoparasitismo y
pueden mejorar la salud de la planta y estimular su crecimiento radicular (Harman
et al., 2004b).

Trichoderma: organismo benéfico en interacciones planta-
microorganismo.

Estudios realizados con diversos cultivos de importancia agricola y la planta
modelo Arabidopsis thaliana han puesto de manifiesto el efecto benéfico de
Trichoderma (De Souza et al., 2008; Contreras Cornejo et al., 2009; Salas Marina
etal., 2011).

Es posible que el efecto que tiene Trichoderma sobre las plantas se deba a

la produccién de moléculas que le permitan interactuar con éstas, promover su



crecimiento e inducir su sistema de defensa. Al respecto, se ha reportado que T.
virens produce compuestos tipo auxinas que inducen el crecimiento vegetal
(Contreras Cornejo et al., 2009). Ensayos in vitro han sugerido que T. harzianum
ayuda a que la planta tenga una mayor captacion de fésforo y micronutrientes
como zinc y manganeso (Altomare et al.,, 1999). Acerca de la modulacion del
sistema de defensa vegetal por Trichoderma, se sabe que moléculas tipo efector
estan implicadas en la activacién y/o supresion de dichas vias. Cabe sefalar que
el efecto observado es dependiente de la planta, del aislado fungico y del estado
fisiologico de la planta (Harman et al., 2004b; Tucci et al., 2011).

Establecimiento de un didlogo molecular entre Trichoderma y la
planta.

Al igual que con otros microorganismos, es indispensable que se dé una
comunicacion entre la planta y Trichoderma para establecer la asociacion
biolégica. Algunos estudios a nivel transcripcional durante la interaccidon
Trichoderma-planta, muestran cambios en la expresion de genes en ambos
organismos (Samolski et al., 2009; Mehrabi Koushki et al., 2012; Rubio et al.,
2012). En el sistema vegetal se ha reportado la induccidn de genes relacionados
con la resistencia sistémica, tales como PR5 de tomate, PR1, PAD3, Lox1 vy
proteinas de respuesta a auxinas de A. thaliana (Alfaro et al., 2007; Salas Marina
et al., 2011; Moran Diéz et al., 2012). Se ha propuesto que el SA tiene una funcién
crucial en la interaccion de A. thaliana con Trichoderma, ya que el uso de lineas
mutantes de Arabidopsis afectadas en la sintesis de SA mostr6 la entrada del
hongo al sistema vascular, con la consecuente muerte del tejido vegetal (Alonso

Ramirez, et al., 2014).
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Se ha reportado que, durante la interaccién con plantas de tomate y A.
thaliana, en Trichoderma se incrementa el nivel de proteinas de adhesion, de
proteinas relacionadas con la degradacién de la pared celular vegetal y de
proteinas implicadas en procesos de transporte y metabolitos secundarios (Woo et
al., 2006; Rubio et al., 2012; Lamdan et al., 2015). Algunas de las moléculas
producidas por Trichoderma son clasificadas como proteinas tipo efector ya que
tienen la capacidad de inducir el sistema de defensa vegetal de una manera
similar a como lo hacen los organismos patégenos, lo que ayuda a la planta a
contrarrestar los efectos dafiinos de éstos (Guzman et al., 2017).

Una explicacion de como Trichoderma puede mejorar la respuesta ante el
ataque de patdégenos es descrita por Lorito et al. (2010), donde se propone que
Trichoderma es capaz de incrementar la primera respuesta mediada por MAMPs,
contrastando con la accién de los efectores de los patégenos conducen a la ETS.
De este modo, evita que la resistencia de la planta disminuya. Trichoderma
también puede optimizar la respuesta ETI/, causando una respuesta mas rapida,
en un proceso denominado “priming” o activar la defensa mediante la produccion
de compuestos que son especificamente reconocidos por los receptores de la
planta.

Moléculas tipo efector de Trichoderma.

Hasta ahora se han reportado al menos diez moléculas con caracteristicas
de efector de Trichoderma spp. en asociacion con distintas especies vegetales.
Entre ellas se encuentran metabolitos secundarios, como los peptaiboles y

tricotecenos, asi como proteinas pertenecientes a familias cuyos miembros han
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sido reportados también en sistemas patogénicos (Viterbo et al., 2006; Luo et al.,
2010).

La xilanasa Eix de T. viride participa en la activacion de la respuesta
hipersensible en plantas de tabaco (Rotblat, et al., 2002). En T. asperellum se ha
reportado una proteina tipo expansina, llamada Swoleina, que activa el sistema de
defensa en pepino, brindando proteccion contra B. cinerea'y P. syringae (Brotman
et al., 2008).

Los trabajos realizados con plantas de algodon y maiz indican que
proteinas pertenecientes a la familia de las cerato-plataninas estan implicadas en
la induccion del sistema de defensa vegetal local y sistémico (DjonovicC et al.,
2006; Seidl et al., 2006; Gaderer et al., 2015). La proteina Sm1 de T. virens y su
ortélogo Epl1 de T. atroviride modulan diferencialmente la resistencia sistémica en
plantas de tomate contra diferentes patdogenos, indicando que existe mas de una
ruta de sefializacion durante la interaccion planta-Trichoderma (Salas Marina et
al., 2015). En plantas de maiz, se observo que las proteinas Sm2 y Epl2 tienen un
mayor impacto en la promocion de la defensa vegetal que las proteinas Sm1/Epl1,
a pesar de tener un menor nivel de expresidon en interaccion con planta (Gaderer
et al., 2015).

Si bien se cuenta con reportes sobre proteinas tipo efector de Trichoderma,
aun no se conoce la manera precisa en que esas moléculas participan, para
permitir que se tenga un fino control del proceso de interaccion con la planta.
Ademas, es probable que haya otras funciones efectoras involucradas en este

proceso.



Para obtener mas informacion sobre posibles proteinas tipo efector en
Trichoderma, en nuestro grupo de trabajo, se realizé un analisis bioinformatico del
secretoma de tres especies de Trichoderma: T. atroviride, T. virens y T. reesei.
Las primeras dos, comparten estilos de vida similares, ya que son enddfitas de
plantas y micoparasitas de hongos fitopatdgenos (Kubicek et al., 2011). En
contraste, T. reesei es de vida saprobia utilizado ampliamente para la produccion
de enzimas liticas (Pakula et al., 2000; Peterson & Nevalainen, 2012). A partir de
las secuencias clasificadas como codificantes para proteinas secretadas, se
realizd una busqueda de dominios RXLR o similares. Adicionalmente se
seleccionaron secuencias homologas a las de efectores ya reportados y validados
experimentalmente en otros sistemas. La lista final de candidatos a efectores fue
de 233, pertenecientes a diversas familias, entre ellas: LysM, CFEM, glicésido-
hidrolasas, cerato-plataninas, hidrofobinas, serin-proteasas, monooxigenasas
p450 y tiorredoxinas, entre otras (Guzman et al., 2017).

Es necesario llevar a cabo la validacion de esos candidatos como efectores
para determinar su participacion en el establecimiento de las interacciones
benéficas. Esto podra darnos mas informacion acerca de las rutas de sefalizacidon
involucradas en la correcta modulacion de las vias de defensa y desarrollo,

resultando en una exitosa interaccion de Trichoderma con la planta.



JUSTIFICACION

Diversas especies de Trichoderma tienen efectos benéficos sobre plantas,
induciendo su desarrollo y capacidad de defensa hacia agentes patégenos.

A pesar de que se cuenta con los genomas secuenciados de especies de
Trichoderma, se conoce poco sobre la participacion de moléculas tipo efector en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, asi como en la modulacion de respuestas
de defensa. Por lo tanto, resulta interesante identificar nuevos efectores y analizar

su impacto en el establecimiento de la asociacion con la planta.



OBJETIVOS

Objetivo General.

Caracterizar genes que codifican posibles efectores de Trichoderma spp,

diferencialmente expresados durante la interaccién con planta y determinar su

participacion en la respuesta de defensa vegetal.

Objetivos Particulares.

Seleccionar a partir de los candidatos a proteinas tipo efector, al menos 20
secuencias para analizar su patron de expresion en interaccion con la
planta.

Confirmar la expresiéon diferencial por PCR en tiempo real de al menos 5
candidatos.

Analizar los patrones de expresién de al menos dos de los genes de
Trichoderma spp. en diferentes condiciones de cultivo.

Determinar la localizacién de al menos dos de los efectores candidatos
durante la interaccion planta-Trichoderma.

Determinar la participacion de al menos uno de los genes diferencialmente
expresados, en la modulacion de mecanismos de defensa y en la

promocion del crecimiento en A. thaliana.



MATERIALES Y METODOS

Seleccion de secuencias codificantes de posibles proteinas tipo

efector de T. virens y T. atroviride.

Guzman y colaboradores (2017), analizaron el secretoma de tres especies de
Trichoderma: T. vires, T. atroviride y T. reesei, usando los programas ProtComp-
v9, WolfPsort, SignalPv3-NN-D, SignalPv3-HMM-S, Phobius y SignalLPv4-D,
obteniendo 233 candidatos a efectores. De acuerdo con las caracteristicas de sus
secuencias, los candidatos se agruparon en mas de 10 familias, siendo las
principales: repetidos de LysM, CFEM, tioredoxinas, cerato plataninas, glicosido-
hidrolasas, serin  proteasas, hidrofobinas, monooxigenasas p450 vy
metaloproteasas. También se considerd el analisis previo realizado por Aleman
Duarte (Tesis de Maestria, 2014) con el programa Branchclust y la reconstruccion
de filogenias para cada una de las familias. De los 233 candidatos, se
seleccionaron 21 secuencias, considerando como criterio principal de seleccion
que los candidatos estuvieran filogenéticamente mas relacionados entre T. virens
y T. atroviride, y mas alejados de T. reesei, ya que presentan estilos de vida

distintos. En la seccidn de resultados se enlistan las secuencias seleccionadas.



Material biolégico.

En la Tabla 2 se enlistan los organismos utilizados en el presente trabajo:

Tabla 2. Organismos utilizados en el presente trabajo.

Cepa Genotipo Origen
Arabidopsis . Langebio Irapuato
thaliana Col-0 Silvestre Dr. JPVC
Arabidopsis Linea marcadora, contiene la fusion del promotor del gen de IPICVT Dr. SCF
thaliana pLOX2 la lipo-oxigenasa 2 (LOX2) con el gen reportero uidA (GUS) y '
Arabidopsis Linea marcadora, contiene una fusion del promotor del gen
thaliana pPR1 de la proteina relacionada a patogénesis PR1 con el gen IPICyT Dr. SCF
p reportero uidA (GUS)
Trichoderma Silvestre Langebio Irapuato
virens Gv. 29.8 Dr. AHE
Trichoderma Langebio Irapuato
atroviride IMI Silvestre Dr. AHE
206040

Rhizoctonia solani

Silvestre grupo de anastomosis AG2

Langebio Irapuato
Dr. AHE

Silvestre grupo de anastomosis AG5

Langebio Irapuato
Dr. AHE

Trichoderma
atroviride Atal6

Mutante nula del gen TaL6 codificante de una proteina de la
familia LysM

Este trabajo

Trlchoc_ie.rma Mutante nula del gen TaCFEMS5 codificante de una proteina .
atroviride de Ia familia CFEM Este trabajo
Atacfemb ©latamiia

Trichoderma Cepa sobreexpresante del gen TalL6 codificante de una Este trabaio

atroviride OE Tal 6 | proteina de la familia LysM I

;r;gc;:,g’eergla:_ Cepa sobreexpresante del gen TaCFEMS5 codificante de una Este trabaio
TaCFEM5 proteina de la familia CFEM I

Trichoderma .

atroviride TaL6- Cepa soltjtreexprgﬁante del gen TalL6 fusionado al ORF del Este trabajo
mCherry gen reportero mCherry

Trichoderma

atroviride Ta
CFEM5-mCherry

Cepa sobreexpresante del gen TaCFEMS fusionado al ORF
del gen reportero mCherry

Este trabajo

Escherichia coli
DH5a

F-@80DlacZDM15 D(lacZYA-argF) U169 reacA1
hsdR17 (r-k ,mk+) phoA supE44 A-thi-1 gyrA96 relA1.

endA1

Invitrogen

JPVC: Jean Philippe Vielle Calzada; SCF: Sergio Casas Flores; AEH: Alfredo Herrera Estrella.




Plasmidos.

Los plasmidos usados y generados en este trabajo se enlistan en la Tabla

3.
Tabla 3. Pldsmidos utilizados y generados en este trabajo.
Plasmido Caracteristicas Origen
Vector de mantenimiento para la clonacién eficiente de
productos de PCR. Posee un gen letal que al clonar un Thermo
pJET 1.2/blunt fragmento queda interrumpido en el sitio de clonacion. o
; 3 . : Scientific®
Soélo las células con plasmidos recombinantes son
capaces de propagarse.
pCR®2.1-TOPO® Vector de mantenimiento para la clonacion eficiente de Invitrogen®

productos de PCR.

Vector de expresion que posee un casete de resistencia
al antibidtico cloranfenicol y al antibiético higromicina;

Esquivel-Naranjo

pUEO08 proviene del vector PCBI0O04, que a su vez proviene del y Herrera-
vector pBCSK (+/-). Contiene un promotor pki1 de Estrella, 2007
expresion constitutiva y el terminador frpC.
Vector de expresion que posee un casete de resistencia
pRSET B al antibiético ampicilina y que contiene la secuencia del DCNE-UG Dr.
gen codificante de la proteina roja fluorescente (mCherry). JCTG
Contiene el promotor fuerte T7.
TOPO- TaL6 Derivado del vector pCR 2.1-TOPO conteniendo la region Este trabajo

codificante del gen TaL6.

pJET- TaCFEMS

Derivado del vector pJET 1.2/blunt conteniendo la region
codificante del gen TaCFEMS.

Este trabajo

TOPO- TaL6-
mCherry

Derivado del vector pCR 2.1-TOPO conteniendo la region
codificante del gen TaL6 fusionado a la proteina reportera
mCherry.

Este trabajo

TOPO- TaCFEMS5-

Derivado del vector pCR 2.1-TOPO conteniendo la region
codificante del gen TaCFEMS5 fusionado a la proteina

Este trabajo

mCherry reportera mCherry.
Derivado del vector pUEO08 conteniendo la region .
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Medios de cultivo.

Medio Murashige-Skoog (MS) para plantas.

Por cada 100 mL de medio liquido, se utilizaron 0.445 g de medio MS con
vitaminas (Murashige & Skoog, 1962) (Phyto Tecnology Laboratories) y 3 g de
sacarosa, se ajustd a pH 5.7 - 5.8 y se esterilizd. Para la preparacion de medio
solido, fue la misma composicion que el medio liquido, adicionado con 0.7 % de
agar bacteriologico.

Medio minimo Vogel.

Se utilizé para determinar los niveles de expresion de los genes en
respuesta a glucosa, celulosa, quitina, exudado de raiz y paredes celulares
vegetales. La composicion para 1 L fue la siguiente: sacarosa 15 g, 1x sales de
Vogel (A partir de una solucion madre 50x compuesta por: 150 g citrato de
sodio.5H20, 250 g KH2PO4 anhidro, 100 g NH4NO3s anhidro, 10 g MgS0O4.7H20 y 5
g CaCl2.2H20), 5 mL de solucion de elementos traza y 2.5 mL solucion de biotina
(0.1 mg/mL). La solucion de elementos traza se preparé en 195 mL de agua
destilada, disolviendo 5 g de acido citrico.H20, 5 g ZnS04.7H20, 1 g FeS0O4, 0.25
g CuS04.5H20, 0.05 g MnSO4.H20, 0.05 g HsBOs anhidro y 0.05 g
NazMo04.2H20. En donde se indica, se modificé la fuente de carbono por celulosa
al 1.5 %, exudado de raiz de A. thaliana al 20% (v/v), quitina al 0.75 % y paredes
celulares vegetales al 0.2 % (donadas por el D. C. John P. Délano F. CINVESTAV-
Irapuato). Para la utilizacion de este medio en forma sdlida, se adicion6é agar

bacterioldgico al 1.5 % (Vogel, 1956).
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Medio Luria Bertani (LB).

Se utiliz6 para cultivar E. coli durante la propagacion y obtencién de
plasmidos y construcciones. La composicion es: NaCl 1 %, peptona biotriptasa 1
% y extracto de levadura 0.5 %. Para la utilizacion de este medio en forma sdlida,
se adiciono agar bacteriolégico al 1.5 % y para los medios selectivos se utilizaron
ampicilina (100 pg/mL) o cloranfenicol (34 pg/mL).

Agar papa dextrosa (PDA).

Medio de cultivo para hongos; por cada litro de medio, se utilizaron 39 g del
medio agar papa dextrosa (Difco Laboratories), y se esterilizdé en autoclave. Para
el medio selectivo PDA-Higromicina, el antibiotico se us6 a una concentracion 100
pg/mL.

Caldo papa dextrosa (PDB).

Medio de cultivo para hongos; se utilizaron 24 g del medio caldo papa
dextrosa (Difco Laboratories), por cada litro de agua desionizada y se esterilizé.

PDA Selectivo osmoprotector.

Se uso para la regeneracion de protoplastos. Por cada 100 mL de medio:
2.4 g PDB, 18.2 g sorbitol, 0.7 g agar bacteriologico, adicionado con higromicina
(Gibco® Hygromicin B) a una concentracion 100 pug/mL.

Agar PDA suave.

Se uso para la regeneracion de protoplastos. Por cada 250 mL de medio se
utilizaron 9.75 g de PDA 'y 22.75 g de sorbitol.

Obtencion de conidias de Trichoderma spp.

Placas de PDA se inocularon con 200 pyL de solucion de conidias y se

incubaron a 28 °C por una semana. Se cosecharon raspando con una espatula de



vidrio y usando agua destilada estéril. A continuacién, se contaron en camara de
Neubauer y se guardaron a 4 °C hasta su uso.

Esterilizacion de semillas de A. thaliana.

Se colocaron semillas de A. thaliana en tubos Eppendorf y se agregaron
500 pL de etanol absoluto grado reactivo, agitando el tubo para lavar las semillas;
posteriormente se centrifugaron por 20 s a 14000 rpm (microcentrifuga SIGMA) y
se decanto el etanol. Se repitié el lavado con etanol de 4 a 5 veces, decantando el
etanol del ultimo lavado en una campana de flujo de laminar. Los tubos se dejaron
abiertos, hasta evaporar el etanol.

Ensayos de interaccién planta-hongo.

Las interacciones se realizaron siguiendo lo reportado por Contreras-
Cornejo (2009). De las interacciones, el micelio y las plantulas se colectaron por
separado a los tres, cinco y siete dias, se congelaron en nitrégeno liquido y se
mantuvieron a -70 °C hasta su uso. Del micelio unicamente se colecté 1 cm de la
parte frontal de la colonia de Trichoderma mas cercana a la raiz. Los experimentos
se realizaron cinco veces de manera independiente con tres réplicas técnicas cada
uno.

Ensayos de expresion en medio minimo.

Para todos los casos se partié de un preinoculo de 100 mL de medio PDB
inoculado con 1x10° conidias/mL de Trichoderma, que se incub6 a 28 °C y 120
rom durante 14-16 h después de las cuales se filtraron las germinulas y se
pasaron a medio minimo Vogel (sacarosa al 1.5 %) incubando por 48 h mas.
Pasado este tiempo, el micelio se filtré y se transfirio a medios con diferentes

fuentes de carbono: celulosa 1.5 %, exudados de raiz 20 %, paredes vegetales 0.2



%, exudados de raiz 20 % o quitina al 0.75 %. Las muestras se colectaron a las 2,
6, 24 y 48 h para la posterior obtencién de ARN. Los experimentos se realizaron al
menos dos veces de manera independiente. Los fragmentos de paredes vegetales
consisten en oligogalacturénidos obtenidos a partir de la pectina de hojas de
tomate previamente esterilizadas, liofilizadas y centrifugadas a 15000 rpm, tal
como lo reporta Ryan C. (1974).

Ensayos de confrontaciéon hongo-hongo.

Las confrontaciones directas se realizaron con las diferentes cepas de
Trichoderma y con dos grupos de anastomosis de R. solani, los aislados AG2 y
AGS. En medio PDA, se coloco un disco de micelio de Trichoderma en un extremo
de la placa y en el otro extremo, a una distancia de aproximadamente 5 cm, se
colocd un disco de micelio del fitopatdogeno. Los cultivos se incubaron a 28 °C y se
siguio la confrontacion hasta por 8 dias.

Aislamiento de ADN.

La extraccion se realizd siguiendo el protocolo reportado por Reader y
Broda (1985). El DNA obtenido se mantuvo a -20 °C hasta su uso. Para revisar la
integridad del ADN obtenido, las muestras se analizaron por electroforesis en un
gel de agarosa al 1 %.

Aislamiento de ARN.

La extraccion de ARN total se realiz6 por el método reportado por
Chomczynski y Sacchi (1987) utilizando un sistema comercial (TRIzol Reagent,
Invitrogene). Las muestras obtenidas se almacenaron a -20 °C y para confirmar la
integridad del ARN total obtenido, las muestras se analizaron por electroforesis

en un gel de agarosa al 1 %.



Aislamiento de ADN plasmidico.

De clonas positivas obtenidas se realizd la extraccion de ADN plasmidico
por la técnica de lisis alcalina (Birnboim & Doly, 1979). Los ADNs plasmidicos que
se obtuvieron se almacenaron a -20 °C y se corrobor6 su integridad en un gel de
agarosa al 1 %.

Sintesis de ADNc.

Para la sintesis de ADNc se us6 ARN total de las diferentes colectas
de micelio y un kit comercial, siguiendo las indicaciones del provedor (RevertAid H
Minus First Strand cDNA Syntesis Kit Thermo Scientific®). Las muestras de ADNc
se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Analisis de la expresiéon por RT-PCR.

Primeramente, se realiz6 el disefio de oligonucleotidos para cada una de las
secuencias a analizar. Para ello se obtuvieron las secuencias completas de portal
del JGI (del inglés Joint Genome Institute. http://genome.jgi.doe.gov/. Consulta
realizada en septiembre del 2012) y con ayuda de la herramienta en linea
OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) se realiz6 el disefio de
los oligonucledtidos, considerando que amplificaran regiones menores a 200 pb,
que el contenido de GC en el iniciador fuera mayor o igual al 50 %, que la regién a
amplificar contuviera un intron en caso de ser posible, para poder diferenciar entre
la amplificacion a partir de ADN gendémico y de ADNc, y que los oligonucledtidos
no formaran estructuras secundarias estables entre ellos. Estas caracteristicas
serian indispensables para después poder utilizar estos oligonucleétidos para
ensayos de qPCR en caso de ser necesario. Para todos los oligonucledtidos la Tm

fue de 60 °C. En la Tabla 4 se enlistan los oligonucleo6tidos disefiados.
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Tabla 4: Oligonucleétidos disefiados para los experimentos de RT-PCR y qPCR. Se

enlista la nomenclatura dada, la familia de cada uno de los genes analizados y su ID. También se
muestra el tamafo del amplicon esperado a partir de ADN gendémico y de ADNc, asi como las
secuencias de los oligonucleétidos.

Amplicon

Amplicén

Secuencia de los oligonucleétidos

Clave Familia ID (ADN) (ADNc)
pb pb F R
Tal6 LysM 297859 178 92 GGAATATGGCGAGCATGTATG GAGATTTGACCCTGAAGAGC
TaLysM3 LysM 85797 191 100 AGAGCAATCCCTACAAACCTGGCT | AGAAGTCTCCAAGGGAAATGCCCA
TaCFEM2 CFEM 171091 135 135 TTGAAGAGGCGACTAAGCAGGCAA | CGGCAACATCATTGCCACAGTCTT
TaCFEM3 CFEM 30137 215 141 CGTGAAGTGTACCTGTGAAAG GGAGTCTTGTTACGGATGG
TaCFEM4 CFEM 252553 199 148 TCCTCTATGGCAGCTCAAG AGGATTAAGGCTGTCGGAG
TaCFEMS5 CFEM 300847 200 140 TCCTCGCAATTCCTTTAATCC GCCAAAGTGAAAGAGTGACC
TaGH1 Glic-hid 3 80985 102 102 CCAATCCCGATGTCAATGCTGCTT CGCTGAAATCGTCATGCAAACCCT
Talp1 Lipoproteina | 283182 245 193 TGAGACCGACTTCAACAACGGTCA | GTTGCAAGTGTTGGGAGCACTGAA
TaFAD1 Unién-FAD 264681 189 189 TTGGCCTAGCATCTCCGAATGGAA | TTGTTCCACGCCGTACTAACAGGA
TaDNAJ1 DnaJ 32141 87 87 AGCTCCTGGACAAGAGCACAGATT | TAGTGGACTTTCGCTTGATGGGCT
TaPrR1 Pyr-Redox 146823 184 95 AGACTCGGCATCTGCACGATGTTA | GGTGCCGTAAGCCAGGATTTGTTT
TaCup1 Cupin-1 89075 194 111 TCTCACGTGCGAATTGAGGTACGA | AATGACGCCCTTGTCGAGTCTCAT
Tax1 No-hit- S23 320112 134 134 TGCTCTTCTTCCAGGACTGTGCTT | GCACGACAGCGCAAACATGAGATA
TvLysM3 LysM 124493 154 96 TGTATGACATTACTCCCGAGG TCTGATCCTGAAGCTGACC
TvTrx2 Tiorredoxina 112058 205 144 CTCATCCCACAACTTACACG GAATTCGGCGTATCGATCAG
TvCFEM1 CFEM 44825 211 144 GCTATTTCATCTCTTGCTGGC GGACTGCAAGTGGAATTTG
TvCFEM2 CFEM 51635 215 140 GGTTGACATATGGGTTTTGG TGGATAAGAGACCGAAGACG
TvMphos1 | Metalophos 211744 84 84 TGGTTCGCGACCTACAGTGACATT | GTAGAACCAGCCACCAAACGCAAA
TvLp1 Lipoproteina 77560 167 113 ATCAACTGCGAGGACAACCTCACT | TTGCAGGTGTTGGGAGCAACAAAG
TvCyt1 P450 46089 186 186 TCTGGAGCAGTGGGAATTCAAGGT | TTTCCTTGACCAAGACAGCCGAGA
TvCyt2 P450 190045 121 121 AAGCATCTACCCGATGGGTTTCCA CGTTTGCCATTTGCCTCTCAACGA
sm1 110852 289 223 CTGCCGCCGTCTCCGCGGACAC TGCTGGAAGCTGCAATACAG
Ceratoplatanina
eplt 302952 254 254 GCCGCAGTCTCTGCTGATAC GGGTTTGCCAGTGGTATCT
Ctide
gpd - 2143408 267 189 GCTGCCGATGGTGAGCTCAAGGG GAGGTCGAGGACACGGCGGGA
expresion
ech42 endoquitinasa 131598 112 112 CTGGCCCTCTATCTTCAATCTC GTTGAGGCTTCCGGTTACA
cbh1 celobiohidrolasa 302419 105 105 CTGGCCCTCTATCTTCAATCTC GTTGAGGCTTCCGGTTACA




Adicionalmente, se utilizaron oligonucleétidos para amplificar una region
correspondiente al gen que codifica para una gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa (gpd), que tiene una expresién constitutiva y que se utiliz6 como
control enddégeno en los ensayos de expresion (Carreras-Villasenor et al., 2013).
También se disenaron iniciadores para los genes sm1 y epl1 que codifican para
cerato-plataninas de T. virens y T. atroviride, respectivamente, para ser utilizados
como controles positivos de expresion en los diversos ensayos realizados. Como
controles de expresion en respuesta a las fuentes de carbono se incluyeron
iniciadores para los genes de T. atroviride ech42 y cbh1 que codifican para una
endoquitinasa y una celobiohidrolasa, respectivamente (Carsolio et al., 1994;
Linger et al., 2015).

Para el RT-PCR se utilizO6 ADNc de diferentes tiempos y condiciones de
colecta; para cada reaccion se tomaron 50 ng de ADNc, en un volumen total de
20 uL, las reacciones de PCR contenian: amortiguador de reaccion 1X, ADNc
de cada una de las muestras, dNTPs 200 pM, MgCl2 2.5 uM, Tag DNA
polimerasa 1 U y los oligonucledtidos directo y reverso de cada uno de los genes a
una concentracién final de 2 yM. Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: una desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 min, seguida de 25 ciclos a
95 °C/30 s, 60 °C/30 sy 72 °C/1 min, y una extension final de 72 °C/5 min.

Analisis de la expresion por qPCR.

Para los ensayos de gPCR se utilizO ADNc de diferentes tiempos y
condiciones de colecta, utilizando el reactivo Fast SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems). Los datos obtenidos del tiempo real se analizaron por el

método 222Ct, el cual permite comparar el nivel de expresion de una muestra en



una condicion dada (micelio colectado en interaccion con la planta) con respecto
de una muestra control (micelio crecido sélo), normalizando los datos con respecto
a la expresion de un gen enddgeno (gpd).

Por disponibilidad de los equipos en los tiempos requeridos, para los genes
TaL6, TaCFEMS5 y TvCyt2 los ensayos se realizaron en el equipo StepOnePlus™
Real-Time PCR System y el programa StepOne Plus (Applied Biosystems) para
analizar los datos de expresion. Para los candidatos TaCFEM4 y TaGH1, las
pruebas se realizaron en el equipo CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection
System (BioRad) y se utiliz el programa BioRad CFX Manager 3.1 (BioRad).

Electroforesis de las muestras de acidos nucleicos en geles de
agarosa.

Las muestras se analizaron por electroforesis en geles de agarosa a
concentraciones del 0.8 % o 1 %, como a continuacion se indica: un volumen de
las muestras se mezclé con amortiguador de corrida (azul de bromofenol 0.25 %,
xilencianol FF 0.25 % y glicerol 30 %); los geles se tifieron con bromuro de etidio
(1 mg/mL), utilizando amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 0.40 M y EDTA 1 mM).
Las electroforesis se efectuaron a 90 V por 40-60 min y posteriormente los geles
fueron observados en un transiluminador de luz UV. Para los analisis
densitométricos de los geles, se utilizo el programa Imaged 1.48v (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA. http://imagej.nih.gov/ij).

Purificacion de fragmentos de ADN en geles de agarosa.

Una vez contando con las diferentes muestras de ADN, se procedio a
purificar los fragmentos de interés siguiendo las indicaciones del sistema

comercial, Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific®). El



ADN purificado se almacend a -20 °C hasta su uso. La pureza se verifico en un gel
de agarosa al 1 %.

Ligacién y transformacion de los productos de PCR en el vector de
mantenimiento.

La ligacién de los fragmentos obtenidos y transformacion de células E. coli
Dh5a se realizaron siguiendo las indicaciones de los proveedores de los vectores
de mantenimiento pJET 1.2 /blunt (Thermo Scientific®) o pCR2.1-TOPO
(Invitrogen®). Para el caso del vector pJET 1.2 /blunt se realizé una mezcla de
ligacién que contenia: 2 yL de muestra purificada de PCR, 5 yL de amortiguador
de reaccion 2X, 0.5 L del vector, 0.5 pL de T4 DNA ligasa y agua necesaria para
un volumen final de 10 pL. Tras una centrifugacion de 30 seg, la mezcla se incubd
20 min a temperatura ambiente.

Para el vector pCR2.1-TOPO se realiz6 la mezcla de ligacion que contenia: 3

ML de muestra de PCR purificada, 1 pyL de solucion salina y 0.5 yL de vector y el
resto de agua necesaria para un volumen final de 6 pL. La mezcla se incub6 30
min a temperatura ambiente. De las reacciones de ligacion se tomaron 3 pL para
transformar 25 pL de células quimiocompetentes de E. coli DH5a. Las bacterias
se incubaron por 20 min en hielo, seguidas de un choque térmico de 40 s a 42 °C.
A las células se les adicionaron 250 yL de medio LB y se incubaron a 37 °C, en
agitacion de 200 rpm durante 1 h. 50 pyL de células se inocularon en medio
selectivo LBA conteniendo ampicilina a una concentracion de 50 uyg/mL y se

incubaron a 37 °C durante 14-16 h.
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Construccion de las fusiones de las posibles secuencias de efectores
a la proteina fluorescente mCherry.

La estrategia se bas6 en la generacion de cepas sobreexpresantes de los
genes de interés fusionados al ORF del gen codificante de la proteina fluorescente
mCherry utilizando el vector de expresion pUEQ08. Una vez que se tenian las
secuencias de los genes de interés, se realizo el disefio de oligonucleotidos. Los
oligonucledtidos directos cuentan con sitios de restriccion especificos y a los
oligonucledtidos reversos se le adiciond una secuencia complementaria al gen
mCherry. Para la amplificacion del gen mCherry, se disefid un oligonucle6tido
directo y los oligonucledtidos reversos cuentan con sitios de restriccion
especificos. La amplificacion del gen mCherry se realizé a partir de la secuencia
contenida en el vector pRSET B. Las caracteristicas de los iniciadores permitieron
realizar tres rondas de amplificacién para obtener las construcciones deseadas.

En la Tabla 5 se enlistan los oligonucleétidos disefiados para este experimento.

Tabla 5: Oligonucleétidos disefiados para las fusiones a mCherry. Se enlista la
nomenclatura. También se muestra el tamano del amplicon esperado y los sitios de restriccion
afiadidos a los oligonucleétidos.
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Tm | TemMafo | giko de
Oligo Secuencia 5'—3' o del s
(°C) § restriccion
ragmento
TalL6-F GCGGCCGCATGAAGCTGTTAACTTTCAGTC 66 Notl
2273
TaL-mCherry R | GTTATCCTCCTCGCCCTTGCTCACCATTCCTGTAACACGAGCAGCGGCAGC 76
mCherry- F ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 62
717
mCherry R AAGCTTCTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 63 Hindlll
TaCFEMS5-F GGATCCATGCTTCGGAGACTATCACTTG 61 BamHI
TaCFEMS- 1365
mCherry R GTTATCCTCCTCGCCCTTGCTCACCATTGCTTGGAATAATCCACCGATTG 71
mCherry- F ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 62
77
mCherry R GAATTCCTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 62 EcoRI




La PCR | consistido en amplificar por separado los marcos de lectura de los
genes de interés y el del gen mCherry. Las condiciones de amplificacion fueron: 3
min a 94 °C, 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 60°C y 3 min de extension a 68 °C,
con un tiempo final de 10 min a 68 °C. Para el gen mCherry el tiempo de extension
fue de 1 min. Una vez obtenidos los fragmentos se purificaron por separado en
columna (Genedet Gel Extraction Kit; Thermo Scientific).

Para la PCR Il, se utilizaron los fragmentos de la PCR | previamente
purificados y analizados. Ambos fragmentos funcionan como iniciadores para
obtener un producto donde quede fusionada la secuencia del gen de interés al
ORF de mCherry. Se cuantificaron los fragmentos obtenidos y se utilizdé una
relacion molecular 1:1 como templado para esta PCR. Las condiciones de
amplificacion fueron: 3 min a 94 °C, 30 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 65°C y 4.5
min de extensién a 68°C, con un tiempo final de 10 min a 68 °C.

Para la PCR ll, se utilizaron los oligonucleotidos directo del gen de interés y
el reverso del gen mCherry, los cuales contienen sitios de corte para su posterior
ligacidon en el vector de expresion pUEQS8. Para la reaccién se utiliz6 como
templado 2.5 pL de la reaccion del PCR Il, y las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 3 min a 94 °C, 35 ciclos de 30 sa 94 °C,30sa 60 °Cy 6.5
min de extensioén a 68 °C, y un tiempo final de 10 min a 68 °C. En la Figura 3 se

esquematizan los tres pasos de amplificacién realizados.
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Figura 3. Esquema de los productos de amplificacion para la obtencién de las
fusiones de los candidatos a efectores con mCherry. Se esquematizan los tres pasos de
amplificacion realizados y los oligonucledétidos utilizados para cada ronda.

Los productos de la PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1 % y se
purificaron por columna (GeneJet Gel Extraction Kit; Thermo Scientific), después
de lo cual fueron ligados en el vector de mantenimiento pJET 1.2 /blunt (Thermo
Scientific®) o pCR2.1-TOPO (Invitrogen®), se transformaron células competentes
de E. coli DH5a (descrito a detalle en la secciéon 1V.5.13). Mediante PCR en
colonia y utilizando los iniciadores que amplifican los genes de interés, se
corrobord la presencia del inserto en al menos 3 colonias independientes de
transformantes de E. coli resistentes a ampicilina (100ug/mL).

Una vez hecho esto, se hizo la correspondiente purificacion de ADN
plasmidico (método antes descrito), el cual se digiri6 con las enzimas
correspondientes y se purificaron los fragmentos de interés mediante geles de
agarosa al 1 % para su ligacién al vector pUEOQS8. Para la ligacidén se siguieron las
indicaciones del kit T4 DNA ligasa (Thermo Scientific). Las condiciones fueron: 2
ML de amortiguador T4 ligasa, vector pUEO8 y fragmento del gen de interés en

relacion 1:3, T4 ligasa 0.2 uL y agua (cbp 20 pL), la reaccion se incubé por 20 min
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a temperatura ambiente para después transformar células competentes de E. coli
DH5a que se crecieron en medio LB suplementado con cloramfenicol (34 ug/mL).
Nuevamente se hizo la verificacion de la presencia del inserto en al menos 3
colonias independientes. Se purific6 ADN plasmidico y al menos dos de las clonas
positivas se mandaron secuenciar. Una vez que se tuvo la secuencia, se realiz
nuevamente una purificacion de ADN plasmidico, se transformaron protoplastos
de T. atroviride y se seleccionaron posibles transformantes.

Interrupcién de genes de Trichoderma por PCR de fusion.

Para la interrumpir genes por la técnica de doble union por PCR, se tomo
como base lo reportado por Davidson et al. (2002) y por Yu et al. (2004), los
cuales se basan en la interrupcion de un gen in vitro usando la técnica de PCR. Se
obtuvieron al menos 1.5 kb de la secuencia flanqueante al gen de interés para
fusionarlos a los extremos 5’ y 3’ del marcador de seleccién, en este caso el gen
hph que codifica una higromicina fosfotransferasa. Esto para facilitar el evento de
recombinacién homologa y consecuentemente el reemplazo del gen silvestre por
la construccion que porta el gen interrumpido por el marcador de selecciéon. Las 3
rondas de amplificacion se llevaron a cabo utilizando la polimerasa High Fidelity
PCR Enzyme Mix (Thermo Scientific) y se realizaron como sigue:

Para realizar la interrupcion de cada uno de los genes de interés, se
disefiaron 6 iniciadores, asi como los oligonucleétidos HygF (5-
GATCGACGTTAACTGATATTGAAGGAG-3’) y HygR (5°-
CTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTG-3’) que amplifican el marcador de

seleccion, de tal manera que cuatro de éstos (denominados PF, Quimérico-F,
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Quimérico-R y TR) amplifiquen solo las regiones adyacentes al locus que se
requiere eliminar.

Para el disefio de los oligonucledtidos, se realizé una busqueda manual de
secuencias que contuvieran un porcentaje de GC mayor del 50 % y que el extremo
3’ contuviera al menos dos G o C. Las secuencias se evaluaron en el programa
oligoCalc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html), para analizar
que los oligonucledétidos no formaran dimeros o estructuras secundarias estables
que interfirieran con la unién por complementariedad con las secuencias blanco.
Para los oligonucle6tidos quiméricos, ademas de la secuencia del gen que se
desea eliminar, a cada uno de los oligonucleoétidos se le agregaron las siguientes

secuencias del ORF hph (Tabla 6):

Tabla 6. Oligonucleétidos quiméricos empleados para la interrupciéon de los genes
de interés.

Oligonucleétido Secuencia (5’-3’)
Quimérico-R Oligonucle6tidoR-GATCGACGTTAACTGATATTGAAGGAGCA
Quimérico-F CCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG-OligonucleotidoF

En la Tabla 7 se enlistan los oligonucleétidos disefhados para realizar la

interrupcion de los genes de interés.



Tabla 7. Oligonucleétidos disefiados para las interrupciones de los genes de interés.
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. . Tm . %
Nombre Secuencia (5'-3") (°C) Longitud GC
PF TaL6 | GCATTGCAGTTCGATTGGCAGC 61 22 55%
TRTaL6 | CTGGGATGACTGCTCGAAGAGG 60 22 59
LZ’;? F CGCAGCCGGTGTATCTACCG 61 20 65
;Z’;f R GACTCTTCCCATGGCGCG 59 18 67
?:li'g': CCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGGCTGCCGCTGCTCGTGTTACAG 77 52 62
?:li_';‘R TGCTCCTTCAATATCAGTTAACGTCGATCTTGATCTCTCTGCGCAGGCTGG 71 51 49
PF
R cFEM5s | COCCACAGCTGTTGGTCATG 60 20 60
TR
TRCFEM5 | COGCGTCATTGTAAGGAGCG 60 20 60
;""&"; ’:_M5 CGGCTGGACGACTGTGATAGG 60 21 62
;a,f': EM5 | CGATGGATGGTGCGGGTACC 61 20 65
est
?:g,’;,':_m CCC AGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGGCTGTGAGTTACCGGAGATGAACAT 75 55 55
?:g,’;gm TGCTCCTTCAATATCAGTTAACGTCGATCTGCTTCTGCGTTGATGGACTGCTC 71 53 47

Para la primera ronda de PCR, se amplificaron por separado los extremos
3y 5 del gen a interrumpir y del marcador de seleccién (Figura 4). Las
condiciones de amplificacion fueron: 3 min a 94 °C, 35 ciclos de 30sa 94 °C, 30 s
a 60 °C y 3 min de extension a 68 °C, con un tiempo final de 10 min a 68 °C para
los extremos 5 y 3, mientras que para el marcador hph la temperatura de
extension fue a 72 °C. Se utilizaron los iniciadores quiméricos para esta primer
PCR, que contienen secuencias complementarias al marcador de seleccién. Los 3
productos de PCR se purificaron por separado por columna (Genedet Gel

Extraction Kit; Thermo Scientific).




PF Quim R Cuim F TR
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Region 5’ gen X Region 3’
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!
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Figura 4. Esquema de la PCR 1 para la interrupciéon del gen de interés. Se muestra la
amplificacion por PCR del marcador de seleccion y de secuencias 5’ y 3’ adyacentes al locus que
se requiere reemplazar.

La segunda ronda de PCR se realizé con los fragmentos de la PCR 1
previamente purificados y analizados. A esta reaccidn no se le adicionan
oligonucledtidos, ya que los extremos 5’ y 3’ llevan secuencias complementarias al
marcador de seleccion y éstas actuan como iniciadores para la polimerizacién y
fusion de los fragmentos. Se cuantificaron los fragmentos obtenidos y se utilizo
una relacion molecular 1:3:1 (extremo 5’: ORF hph: extremo 3’) como templado
para esta PCR. Las condiciones de amplificacion fueron: 3 min a 94 °C, 30 ciclos
de 30 sa 94 °C, 30 s a 65 °C y 6.5 min de extension a 68 °C, con un tiempo final

de 10 min a 68 °C. En la Figura 5 se esquematiza este paso.
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Region5’ [Hyg® " Region 3’

Figura 5. Esquema de la PCR 2 para la interrupcion del gen de interés. Se muestra la
amplificacion por PCR del marcador de seleccion flanqueado por las secuencias 5’ y 3’ adyacentes
al locus que se requiere reemplazar.

Finalmente se llevd a cabo la PCR 3, utilizando los oligonucledtidos
anidados para cada uno de los genes seleccionados. Este paso se hizo con la
finalidad de contar con una cantidad suficiente de la construccion de interrupcién
del gen (Figura 6). Para la reaccién se utilizaron como templado 2.5 pL de la
reaccion del PCR2, y las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 3 min
a 94 °C, 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 60 °C y 6.5 min de extension a 68 °C, y
un tiempo final de 10 min a 68 °C. Los productos de la PCR se purificaron por
columna (Genedet Gel Extraction Kit; Thermo Scientific) y se utilizaron para

transformar protoplastos de T. atroviride.

Nest F Nest R

> <

Figura 6. Esquema de la PCR 3 para la interrupcion del gen de interés. Se muestra la
amplificacion por PCR de la construccién para la interrupcion de las secuencias a reemplazar.

Obtencion de protoplastos de Trichoderma.
Se realiz6 siguiendo lo reportado por Velazquez et al. (2011), basicamente
consistid en: inocular 50 mL de PDB con 1x10°® conidias/mL e incubar a 28 °C

durante 16-20 h con agitacion constante. El micelio se colectd por filtracion en un
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embudo con cono de tela estéril y se lavé con agua destilada estéril (50 mL). Se
pesaron entre 0.2-0.5 g de micelio, se colocaron en un tubo Falcon de 50 mL
conteniendo 5 mL de solucion osmoética estéril (CaClz 50 mM, Manitol 0.5 M, MES
50mM, pH 5.5 ajustado con KOH) y extracto enzimatico (10mg/ mL) de
Trichoderma (Glucanex) y se mezclé en vortex. Los tubos se colocaron en un
agitador orbital a 100 rpm durante 1-2 h a temperatura ambiente, monitoreando la
formacion de los protoplastos observando al microscopio cada 45 min.

Los protoplastos se recuperaron, filtrando sobre dos filtros de miracloth (de
tamano de poro de 100 y 150 ym) y se lavaron con 2 mL de soluciéon osmotica. El
filtrado se coloco en tubos eppendorf de 1.5 mL y se centrifugd por 10 min a 8000
rom. El sobrenadante se desechd y la pastilla se resuspendid en el menor
volumen posible de solucién osmatica (aproximadamente 10 pL). Se realizé un
conteo de los protoplastos obtenidos en camara de Neubauer, esperando obtener
una concentracion entre 107-108 de protoplastos en suspension.

Para la reaccidon de transformacion, se tomaron 250 yL de la solucidén de
protoplastos y se le adicionaron entre 10-20 mg de ADN resuspendido en solucién
osmotica. Para la reaccion control se tomaron 250 pL de protoplastos y se
adiciono el mismo volumen de solucion osmaotica usado en la reaccion sin ADN.
Los tubos con las mezclas se colocaron en hielo por 20 min, posteriormente se les
agrego el mismo volumen de PEG 8000 al 40 % (precalentado a 42 °C), se
mezclaron por inversion y se incubaron a temperatura ambiente por 30 min. Los
protoplastos se colocaron en 5-10 mL de agar suave y se dispersaron en una
placa con PDA-Higromicina. Los protoplastos se dividieron en por o menos 2

placas. Las placas se incubaron a temperatura ambiente hasta que aparecieron
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transformantes. La reaccion control se dividié en dos: una parte se disperso sobre
PDA suave para monitorear la regeneracion de los protoplastos (control positivo) y
otra parte se dispers6 sobre PDA-Higromicina para usarlo como un control
negativo del crecimiento sobre medio con higromicina.

Verificacién del reemplazo del gen de interés en las transformantes.

Se realizé extraccion de DNA gendmico siguiendo el protocolo antes
descrito, de cada una de las transformantes obtenidas de Trichoderma. Para
verificar si la construccion con el marcador de seleccidon se habia recombinado en
el locus correcto, se utilizaron iniciadores ubicados en los extremos 5’ y 3’ del gen
(Tabla 8), que no estuvieran contenidos en la construccion e iniciadores
contenidos en el marco de lectura abierto del marcador de seleccién (nombrados
ctrl F y ctrl R) y oligonucleétidos que se encontraran dentro de la secuencia del
gen marcador hph (nombrados Hyg ctrl F y Hyg ctrl R); las condiciones de
amplificacion para estas reacciones fueron: 3 min a 95 °C, 28 ciclos de 30 s a 95
°C, 30 s a 60 °C y 3 min de extension a 72 °C, y un tiempo final de 10 min a 72 °C.
También se utilizaron oligonucledtidos contenidos dentro de la regién del gen a
reemplazar (mismos oligonucleétidos utilizados para RT-PCR y mismas
condiciones de amplificacion), esperando que no hubiera amplificacion, asi como
la amplificacion del gen marcador (hph), cuyas condiciones de amplificacion
fueron: 3 min a 95 °C, 28 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 60 °C y 1.5 min de
extension a 72 °C, y un tiempo final de 10 min a 72°C (Figura 7). En todos los
casos se utilizo ADN gendmico de las transformantes y el ADN de la cepa silvestre
como control. Los productos de las PCR se analizaron por electroforesis en geles

de agarosa al 1%. Cuando se obtuvieron amplificaciones de los tamafnos

| 37



| 38
esperados usando los oligos ctrl F/Hyg ctrl R, ctrl R/Hig ctrl F y la amplificacion del
marcador de seleccion hph se procedid a realizar los pases monosporicos
correspondientes.

Tabla 8. Oligonucleétidos utilizados para la verificacion de las interrupciones de los
_genes de interés.

Nombre Secuencia L(?]r;)g Tm %GC
TaL6ctrl F | GTCGCGCGATTTGCTGACG 19 61 63
TaL6ctrlR | GGGTTCTCGCCACCACGATAC 21 61 62
Ztar ICIfEM5 GCAAACGAGTGCACAACGGC 20 61 60
Ztar ICQE”” GCGGCGACGGAATTTGGG 18 61 67
Hygctrl F | CAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG 28 65 57
HygctrlR | CTCCTTCAATATCAGTTAACGTCGATC 27 56 41

5 TaF ﬁTa R 3
gen X v
Hyg F HygR
5 = — 3
Ata
TactlF Hyg ctrf R Hyg CE!L F _La_ctl R

Figura 7. Representacion grafica de las amplificaciones por PCR a obtener para
validar la correcta interrupcion de los genes de interés. Se marcan los oligonucleétidos
utilizados para cada una de las amplificaciones.

Obtencion de cepas sobreexpresantes de Trichoderma.
Para la sobreexpresién de los genes TaL6 y TaCFEMS5, lo primero que se realizé
fue el disefio de oligonucledtidos que amplificaran todo su marco de lectura abierto

y que ademas contuvieran sitios de restriccion para la posterior insercién en el
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plasmido de expresion pUEO08. En la Tabla 9 se muestran los oligonucleétidos

disefiados para cada uno de los genes y el sitio de restriccién adicionado.

Tabla 9. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del marco de lectura

abierto de los g

enes de interés.

Oligo Secuencia 5'—3' 'I;m Tamano Siti? d_e’
(°C) fragmento | Restriccion
TaL6-pUEOS F GCGGCCGCGAAAATTCCTGATCACGAATGTG 54 2721 pb Notl
TaL6-pUEO8 R AAGCTTAATTTGTATGTGGTTATTCATTTTGC 53 Hindlll
TaCFEM5-pUEO8 F | GGATCCTGCTTTAGCAGCAAGAAGAGAGC 58 1461 pb BamHI
TaCFEM5-pUEO8 R | GAATTCTTTTTTTCATATGTCTGTCATGC 52 EcoRl

Las condiciones de amplificacion para ambos genes fueron: 3 min a 94 °C,
35 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 60 °C y 6.5 min de extensién a 68 °C, y un tiempo
final de 10 min a 68 °C. Los productos de la PCR se analizaron en un gel de
agarosa al 1 % y se purificaron por columna (GenedJet Gel Extraction Kit; Thermo
Scientific), después de lo cual fueron ligados en el vector de mantenimiento
pCR2.1-TOPO (Invitrogen®), se transformaron células competentes de E. coli
DH5a (descrito a detalle en la seccion 1V.5.13). Mediante PCR en colonia vy
utilizando los iniciadores que amplifican los genes de interés, se corrobord la
presencia del inserto en al menos 3 colonias independientes de transformantes de
E. coli resistentes a ampicilina (100 ug/mL). Una vez hecho esto se hizo la
correspondiente purificacion de ADN plasmidico (método antes descrito), el cual
se digirid con las enzimas correspondientes y se purificaron los fragmentos de
interés mediante geles de agarosa al 1 % para su ligacion al vector de expresion
pUEO8. Para la ligacion se siguieron las indicaciones del kit T4 DNA ligasa
(Thermo Scientific) las condiciones fueron: 2 uL de amortiguador T4 ligasa, vector
pUEO8 y fragmento del gen de interés en relacién 1:3, T4 ligasa 0.2 yL y agua

(cbp 20 L), la reaccion se incubd por 20 min a temperatura ambiente para



después transformar células compententes de E. coli DH5a que se crecieron en
medio LB suplementado con cloramfenicol (34 ug/mL). Nuevamente se hizo la
verificacion de la presencia del inserto en al menos 3 colonias independientes. Se
purifico ADN plasmidico y al menos dos de las clonas positivas se mandaron
secuenciar. Una vez que se tuvo la secuencia, se realizd nuevamente una
purificacion de ADN plasmidico, con el que se procedi6 a realizar la
transformacién de protoplastos de Trichoderma como ya se menciono
anteriormente.

Una vez que se obtuvieron las cepas sobreexpresantes, a tres de ellas, se
les realiz6 una extraccion de ADN para su posterior sintesis de ADNc y se
determiné la expresion de los genes de interés mediante RT-PCR. Con las
sobreexpresantes que mostraron una mayor expresion, se seleccionaron para
realizar interacciones con las lineas marcadoras de A. thaliana antes descritas y
ensayos de confrontacion con las cepas de R. solani.

Analisis de la localizacion de los candidatos durante la interaccion
planta-Trichoderma.

Con las cepas obtenidas que contienen las fusiones a la proteina mCherry,
se realizaron microcultivos de 48 h, se tomd micelio y se observd al microscopio
confocal Zeiss.

Analisis de la secuencia promotora.

Para la busqueda de elementos de respuesta a diferentes factores
ambientales, se tomaron 1500 pb rio arriba del codén de inicio de la traduccion
(ATG) de los genes seleccionados. Se usaron las herramientas bioinformaticas

TFSERCH-Searching Transcription Factor Binding Sites version 1.3
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(http://diyhpl.us/~bryan/irc/protocol-online/protocol-cache/TFSEARCH.html) y
Cister: Cis-element Cluster Finder (http://zlab.bu.edu/~mfrith/cister.shtml). Para
ambos programas se usaron los parametros predeterminados. También se
analizaron con el programa SnapGene® 2.5. Unicamente se consideraron como
posibles elementos regulatorios aquellas secuencias que fueron encontradas
utilizando mas de una de las herramientas empleadas.

Analisis histoquimico de GUS.

Para el analisis histoquimico de la actividad GUS, una vez recuperadas las
plantulas de Arabidopsis (lineas transgénicas pLox2:uidA y pPR1:uidA) de los
diferentes tratamientos, se incubaron toda la noche a 37 °C en una solucién de
reactivo de GUS (0.5 mg/mL 2,1 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-glucurénido en 100
mM de fosfato de sodio, pH 7). Las plantulas tefidas se clarearon usando el
método de Malamy & Benfey (1997). Para cada linea marcadora y para cada
tratamiento, se analizaron al menos 20 plantas transgénicas.

Analisis estadistico.

Puesto que los datos obtenidos no tenian una distribucion normal, se
procedid a realizar un analisis de Kruskal-Wallis con una prueba post hoc de
Dunns para comparar los resultados obtenidos de los valores del analisis
densitométrico de la expresion de las secuencias por RT-PCR y los valores

obtenidos de la expresion por gRT-PCR, con un valor de significancia p<0.05.
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RESULTADOS

Seleccion de genes codificantes de posibles proteinas tipo efector.

El criterio para elegir de las secuencias a analizar a partir de la lista de 233
candidatos reportados por Guzman y colaboradores (2017), fue seleccionar
aquellas secuencias filogenéticamente mas relacionadas entre T. virens y T.
atroviride y mas alejadas de T. reesei. Este criterio se basé en la consideracién de
que T. virens y T. atroviride tienen un estilo de vida micoparasitica y pueden
interactuar con plantas a diferencia de T. reesei que vive principalmente como
saprobio y para el cual a la fecha no hay reportes que evidencien su interaccion

con plantas. En la Figura 8 se muestra un ejemplo de la seleccion realizada.

1
Tv

Tr

Glicosido-Hidrolasas
Tv

Tv

Figura 8. Ejemplo de la seleccién de genes candidatos a efectores a analizar en este
trabajo. Arbol filogenético de los candidatos a efectores de la familia de las glicésido-hidrolasas de
Trichoderma. En el recuadro se indica la posicion de las secuencias a seleccion para este trabajo.

Considerando lo anterior, se obtuvieron 21 genes a estudiar, 13 de T.
atroviride y 8 de T. virens, que pertenecen a once familias diferentes y uno que no
presentd homologia con ninguna familia conocida; doce de ellas presentan un
dominio similar al RXLR. En la Tabla 10 se enlistan los candidatos seleccionados
con la nomenclatura dada, la familia a la que pertenecen, su ID (www.jgi.com) y la

secuencia similar al RXLR en caso de contenerla. Cabe sefalar que a la
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secuencia con el ID 297859 fu reportada por Seidl y colaboradores (2013) como

TalL6, por ello se utiliza el nombre que ellos le asignan.

Tabla 10. Candidatos a efectores seleccionados de T. atroviride (Ta) y T. virens (Tv).
En la tabla se enlista la nomenclatura dada a cada una de las secuencias, la familia a la que
pertenecen, el ID (www.jgi.com) y la secuencia similar al RXLR en caso de contenerla. (Seleccion
realizada en septiembre del 2012).

Clave Familia ID Motivo
Tal6 LysM 297859 NA
TalysM3 LysM 85797 KSLR

TaCFEM2 CFEM 171091 NA
TaCFEM3 CFEM 30137 NA
TaCFEMA4 CFEM 252553 NA
TaCFEM5 CFEM 300847 NA
TaGH1 Glicosido-hidrolasas 3 80985 KQLR
Talp1 Lipoproteina 283182 RNFK
TaFAD1 Union-FAD 264681 RLLH
TaDNAJ1 DnaJ 32141 RSLH
TaPrR1 Pyr-Redox 146823 RHLH
TaCup1 Cupin-1 89075 REMH
TaX1 No-hit- $23 320112 RSFR
TvLysM3 LysM 124493 NA
TvTrx2 Tiorredoxina 112058 NA
TvCFEM1 CFEM 44825 NA
TvCFEM2 CFEM 51635 NA
TvMphos1 Metalfosfatasa 211744 KKLR
Tvipl Lipoproteina 77560 KQLR
TvCyt1 P450 46089 RWLK
TvCyt2 P450 190045 RLLK

Interacciones Trichoderma-Arabidopsis y analisis de la expresion
diferencial de posibles efectores en Trichoderma spp.
Se realizaron interacciones de T. atroviride y T. virens con plantulas de A.

thaliana Col-0 como se describe en materiales y métodos. Las colectas de micelio



de Trichoderma se realizaron a los tres, cinco y siete dias. En la primera colecta
(3dpi) el micelio de las dos especies de Trichoderma aun no tocaba la raiz de
Arabidopsis. En la segunda colecta (5dpi) el micelio T. atroviride comenzaba a
tocar las raices de Arabidopsis, mientras que para T. virens el micelio ya se
encontraba sobre la raiz, cubriendo aproximadamente una tercera parte de su
longitud. En tercera colecta (7 dpi) el micelio de ambas especies se encontraba
sobre las plantulas de Arabidopsis. En la Figura 9 se muestran imagenes

representativas de las interacciones realizadas.

At At -Ta Ta At -Tv Tv

Figura 9. Interacciones de A. thaliana con Trichoderma spp. Imagenes representativas
de las interacciones realizadas con plantulas de Arabidopsis (Af) y T. atroviride (Ta) o T. virens (Tv)
alos 3, 5y 7 dias de interaccion, y de los controles de Trichoderma y Arabidopsis creciendo solos.

Del micelio colectado a los tiempos descritos se extrajo RNA total para la
posterior sintesis de cDNA y llevar a cabo el analisis semicuantitativo de expresion

(explicado detalladamente en materiales y métodos) utilizando oligonucledétidos



especificos para cada una de las 21 secuencias, que amplificaban regiones de
entre 80 y 200 pb y usando como control enddgeno iniciadores para amplificar un
fragmento del gen gpd.

En la Figura 10 se muestra una imagen representativa de los patrones de
expresion de los 21 genes analizados y el promedio de las expresiones obtenidas.
Se realizaron cinco réplicas biologicas de estos ensayos. Los candidatos TaL6,
TaCFEMA, TaCFEMS5 y TaGH1 de T. atroviride presentaron una expresion
diferencial consistente en la interaccion con la planta durante los experimentos
realizados. Los candidatos TaL6, TaCFEMS5 y TaGH7 alcanzaron un maximo de
expresion a los siete dias de interaccion con la planta. El candidato TaCFEMA4
mostré una mayor expresion al quinto dia de interaccion. En el caso de candidatos
de T. virens, unicamente TvCyt2 tuvo una expresion diferencial consistente,
disminuyendo su expresion durante la interaccion en las muestras
correspondientes a los dos primeros tiempos analizados. En el experimento se
utilizaron como controles los genes sm1 y epl1 de T. virens y T. atroviride,
respectivamente, que se sabe se inducen durante la interaccién con plantas (Seidl
et al.,, 2006). Sin embargo, en nuestros ensayos no se observo el patron descrito,
probablemente a que los tiempos de interaccion y edades de la planta fueron
distintos.

Para los cinco candidatos que mostraron expresion diferencial consistente,
se validé el comportamiento por gRT-PCR, analizando dos replicas bioldgicas,
cada una con tres réplicas técnicas. Los candidatos TaL6, TaCFEMS, TaGH7 vy
TvCyt2 tuvieron comportamientos similares a los obtenidos por RT-PCR

semicuantitativo.
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Figura 10. Analisis semicuantitativo de los patrones de expresion de genes
candidatos a efectores de Trichoderma en interaccién con A. thaliana. a) Imagen
representativa de los ensayos de RT-PCR. Expresion relativa obtenida a partir del analisis
densitométrico de los geles de agarosa para los candidatos de T. atroviride (b) y T. virens (c)
Promedio de cinco experimentos independientes. La linea control (Ctrl) corresponde a la expresion
obtenida de Trichoderma crecido solo.

En el caso del candidato TaCFEMA4, hubo inconsistencias entre las réplicas

bioldgicas analizadas y con los datos obtenidos por RT-PCR semicuantitativo, por



lo que se descartd para los analisis posteriores. En la Figura 11 se muestran los
patrones de expresion de los cinco candidatos validados por g-PCR.

Al realizar un analisis bioinformatico de las cuatro secuencias restantes, se
encontraron las siguientes caracteristicas:

El candidato TaL6 es miembro de la familia de repetidos LysM. Presenta
siete motivos LysM, tiene entre un 40 y 60 % de identidad con proteinas
hipotéticas LysM de T. virens, Colletotrichum spp, Aspergillus spp y Fusarium spp.
Ademas de tener alrededor del 20 % de identidad con una proteina hipotética
LysM de Cladosporium fulvum. De acuerdo con Seidl y colaboradores (2013), el
gen se encuentra adyacente al de la quitinasa Tac6 y ambos comparten sus
regiones rio arriba, sugiriendo que tienen una misma regulacion.

TaCFEMS5, es miembro de la familia CFEM (del inglés Common Fungal
Extracellular Membrane) y presenta siete regiones transmembranales comunes
para esta familia. La secuencia de éste comparte 68 % de identidad con otros
miembros CFEM de T. atroviride y T. virens; ademas comparte 36 % de identidad
con proteinas homélogas en especies de Magnaporthe.

TaGH1 es miembro de la familia tres de las glicdsidohidrolasas (GH), que
comprende diversas enzimas, entre ellas: B-glucosidasa (EC 3.2.1.21); xilan 1,4-
B-xilosidasa (EC 3.2.1.37) o xilobiosa; B-glucosilceramidasa (EC 3.2.1.45). TaGH1
presenta alrededor de un 80 % de identidad con otras glicosido-hidrolasas (GH) de
T. atroviride y de T. virens; un 70 % de identidad con otras GH de patégenos como
Colletotrichum y Fusarium, ambas proteinas son reportadas como hipotéticas.

El candidato TvCyt2 es miembro de la familia p450 monooxigenasas y

mostré un 65 % de identidad con otras monooxigenasas de T. virens y T.
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atroviride; 57 % con proteinas de especies de Colletotrichumy entre un 30 y 50 %

con proteinas hipotéticas de Fusarium.
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Figura 11. Analisis por qPCR de los patrones de expresion de genes candidatos a
efectores de Trichoderma en interaccidon con A. thaliana. Las barras son el promedio de dos
experimentos independientes con tres réplicas bioldgicas. Los asteriscos indican diferencias

significativas con respecto al control, usando un valor de p= 0.05.

Considerando las funciones que tienen miembros de la familia LysM, CFEM
y p450 en organismos patégenos y que hasta la fecha es poco lo que se conoce
de su participacion durante las interacciones benéficas planta-microorganismo, se

seleccionaron los candidatos TalL6, TaCFEMS y TvCyt2 para los andlisis

posteriores.

Caracterizacién del genTaL6.

Analisis de la expresion de TaL6 en diferentes condiciones de cultivo.
Para conocer mas acerca de las moléculas o de las condiciones implicadas

en regular la expresion del genTal6 en interaccion con la planta, se decidid
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analizar su expresion en diferentes fuentes de carbono. Para ello, lo que primero
se realizé fue un andlisis de la region promotora. Se tomaron 1500 pb rio arriba del
codon de inicio de la traduccion (ATG) y se buscaron secuencias de respuesta a
glucosa (CreA) y celulosa (ACEI).

En la Figura 12a, se indica el numero de secuencias encontradas: tres
secuencias de respuesta a glucosa y dos a celulosa. En la Figura 12b se
esquematiza la posicién en la cual se encontraron. El analisis se realizd con tres
diferentes programas: TF-SERCH; CISTER y SNAPGNE; y unicamente se
incluyen las secuencias que se encontraron en al menos dos de ellos.

Respuesta a Respuesta a

a) Efector Glucosa Celulosa
CREA ACEI
Tal6 3 2
b)
TooT Too0T T

I nn I I 1 1

ACEl CREA CRES CREA ACEl CAATBox TATABox ATG

Figura 12. Analisis de la secuencia promotora del gel TaL6. a) Elementos de respuesta
a diferentes fuentes de carbono encontrados y b) Esquema de la localizacion de los elementos de
respuesta dentro de la region promotora. Se marca el codon de inicio de la traduccion (ATG), y las
posibles cajas TATA y CAAT.

Una vez realizado el andlisis, se procedié a realizar ensayos con medio
minimo Vogel suplementado con celulosa. Las colectas se realizaron a las 2, 6,
24 y 48 h, usando como control los cultivos en medios suplementados con glucosa
al 1.5 %, para poder comparar los resultados de expresidén obtenidos con los ya
reportados para el efector Sm1 de T. virens (Djonovi¢ et al., 2006). En el caso del
gen control cbh1, utilizado como control positivo de induccion por celulosa,
unicamente se analizd su expresion a las 24 y 48 h, ya que en tiempos tempranos

su expresion es indetectable.



Por ser el componente principal de la pared vegetal, primero se decidid
realizar los ensayos con celulosa como posible inductor. Sin embargo, no hubo
respuesta a la presencia de ésta, no asi el gen de referencia cbh1, cuya expresiéon
aumento a las 48 h mas de 8 veces con respecto del control (glucosa 1.5 %). En la
Figura 13 se grafica la expresion relativa promedio en los experimentos realizados

para el gen TaLé.
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Figura 13. Patrones de expresion del gen TaL6 en un medio minimo Vogel con
celulosa. Analisis semicuantitativo de los patrones de expresion del gen TalL6 (a) y el gen control
cbh1 (b), creciendo en medio minimo con celulosa al 1.5 %. Medio minimo suplementado con
glucosa al 1.5 % se us6 como control. Expresiéon relativa obtenida a partir del analisis
densitométrico de geles de agarosa. Promedio de al menos dos experimentos independientes.

Debido a que no hubo respuesta en la induccion de la expresion del gen
Tal6, se decidid realizar experimentos utilizando paredes celulares vegetales al
0.2 %. Se incluyé también un medio adicionado con exudados de raiz de
Arabidopsis al 20% (v/v) que, bajo otras condiciones ya se ha probado en el grupo
de trabajo que tienen un efecto sobre la expresion de los candidatos aqui
analizados (Porras Troncoso, 2014). Adicionalmente, se decidié incluir un medio
con quitina, dada la funcién que se ha reportado para los efectores LysM en

sistemas patogénicos, secuestrando oligosacaridos de quitina previniendo la
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activacién del sistema inmune de la planta y/o protegiendo la hifa del patégeno del
ataque de las quitinasas secretadas por la planta u otros hongos (Van den Burg et
al., 2006; de Jonge et al., 2010; Marshall et al., 2011).

La expresion del gen TaL6 tuvo un ligero aumento en su expresion alas 6 h
cuando se afiadio el exudado de raiz al 20 %. Interesantemente, no hubo una
respuesta en presencia de paredes vegetales ni quitina. Los resultados obtenidos
para el gen control ech42 son similares a los reportados en la literatura, al medir
su expresion en medio minimo con quitina al 0.75 % (Carsolio et al., 1994). En la

Figura 14 se muestra el analisis de expresion relativa descrito.
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Figura 14. Patrones de expresién del gen TaL6 en medio minimo Vogel con exudados
de raiz, paredes celulares vegetales o quitina. Andlisis semicuantitativo de los patrones de
expresion del gen Tal6 (a) y ech42 (b). Exudados de raiz (RE), paredes celulares vegetales (CW)
o quitina (Chi). Promedio de al menos dos experimentos independientes. Expresién relativa
obtenida a partir del analisis densitométrico de geles de agarosa. El medio suplementado con
glucosa se us6 como control y el gen ech42 se utilizé6 como control de referencia.
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Determinacion de la localizacion del efector TalL6é durante Ila
interaccion planta-Trichoderma.

Para determinar la localizacién de la proteina codificada por el gen TalL6 en
el sistema vegetal, se planted la estrategia de generar cepas sobreexpresantes de
Trichoderma que contuvieran el gen de interés fusionado al ORF de la proteina
fluorescente mCherry. Se realizaron tres rondas de amplificacion usando como
templado cDNA de T. atroviride y ADN plasmidico del vector pRSET-B que
contiene el gen mCherry. La primera ronda se realizd para obtener cada uno de
los fragmentos por separado. Los tamafos esperados fueron 2273 pb para TaL6 y
717 pb para los fragmentos de mCherry. En la Figura 15, se muestran los geles

donde se observan las amplificaciones antes sefialadas.
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Figura 15. Amplificacion de los fragmentos de los genes de los candidatos TalL6 y
mCherry. Patron electroforético en gel de agarosa al 1 % de las reacciones de PCR, usando como
templado cDNA para los fragmentos TaL6 y DNA plasmidico para el fragmento mCherry. En todos
los casos se usé marcador de peso molecular para corroborar el tamafio de las bandas esperadas
(Gene Ruler DNa Ladder Mix. Fermentas).

Para la segunda ronda de amplificacion, el tamafo esperado fue de 2990
pb para la fusion del gen TaL6-mCherry. Por ultimo, usando como templado el

producto de la segunda ronda, se realiz6 una ultima reaccion, para obtener una



mayor cantidad de la construccién. En la Figura 16 se muestran los geles con la
amplificacion obtenida. El fragmento obtenido se purific6 de un gel de agarosa y

se procedi6 a ligarlo en el vector de mantenimiento pCR2.1-TOPO.
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Figura 16. Comprobacion de la fusion de TaL6 a mCherry. El fragmento esperado se

indica con una flecha.

Por PCR en colonia se analizaron diez clonas, sin embargo, no fue posible

obtener clonas que contuvieran el inserto, por lo cual se descartd obtener la

construccion.

Obtencion de cepas sobreexpresantes del gen TaL6.

Para obtener cepas sobreexpresantes del gen TalL6 de Trichoderma se
disefiaron los oligonucledtidos correspondientes, incluyendo sitios de restriccion
para permitir su ligacion al vector de expresion pUEO8. Con estos iniciadores se
realizéd la amplificacion correspondiente usando como templado cDNA de T.

atroviride. El tamafo esperado era de 2721 pb. En la Figura 17 se muestra el gel

con el producto obtenido.
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Figura 17. Amplificaciéon del fragmento del gen TaL6. Se utiliz6 cDNA de T. atroviride
como templado.

El fragmento obtenido se purificé de un gel de agarosa y se procedio a
ligarlo en el vector de mantenimiento pCR2.1-TOPO. Por PCR en colonia se
analizaron diez clonas y se seleccion6 una colonia para extraer DNA plasmidico y
mediante una restriccion con las enzimas antes citadas, obtener el fragmento de
interés para clonarlo en el vector de expresion pUEQ08. Una vez secuenciado, el
plasmido con la construccion se purificO y se utilizo para para transformar
protoplastos de Trichoderma y obtener la cepa sobreexpresante .

Se obtuvieron tres transformantes independientes denominadas: TalL6-OE
1.1, 2.2 y 3.2. Las transformantes 1.1 y 3.2 no mostraron diferencias fenotipicas
con respecto a la cepa silvestre, sin embargo, la cepa 2.2 mostrd un crecimiento
mas retardado y aberrante en comparacién a la cepa silvestre, cuando se crecié
en medios minimos. A las tres sobreexpresantes se les realizaron al menos dos
pases monosporicos y se realizé un RT-PCR. Se encontrd que la sobreexpresante
con una mayor cantidad de transcrito es la cepa 1.1, con un aumento en la

expresion del gen de mas de dos veces, con respecto a la cepa silvestre. Le siguid
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la cepa 3.2 y por ultimo la 2.2, cuyos niveles de sobreexpresién son de menos de
0.5 veces, con respecto a la cepa silvestre. En la Figura 18 se muestran los

resultados antes descritos.
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Figura 18. Reacciones de amplificacion por RT-PCR de las sobreexpresantes TalL6 y su
analisis densitométrico. a) Amplificacion obtenida a partir de cDNA de muestras de micelio de
Trichoderma crecido en PDA. Las reacciones se llevaron a 25 ciclos de amplificacion. El gen gpd
se utilizd como control de carga. b) Analisis densitométrico de las cepas sobreexpresantes TaL6.
Se grafica el analisis densitométrico de una réplica bioldgica.

Disefio de la construccién para la interrupcién del gen TalL6

La técnica de doble fusion reportada por Davidson et al. (2002) y por Yu et
al. (2004) fue la utilizada para la generacion in vitro de las construcciones para,
obtener la mutante nula del gen TaL6, mediante doble recombinaciéon homdéloga.

Para esta técnica se necesita de la amplificacion por separado de regiones
5 y 3 flanqueantes al gen de interés, y de una secuencia correspondiente a un
marcador de seleccion, en este caso fue el gen hph, codificante de la enzima
higromicina fosfotransferasa, que confiere resistencia a higromicina.

La primera ronda de PCR consistié en amplificar dichos fragmentos por

separado, utilizando oligonucledtidos especificos para cada una de las
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secuencias, en este caso, el tamafio esperado fue de aproximadamente 1950 pb.

En la Figura 19 se muestran las amplificaciones obtenidas.

TaL6

3000
2000

1950 pb
<—

1000
500

Figura 19. Amplificacion de las secuencias flanqueantes del gen TaL6. Los fragmentos
esperados se indican con una flecha.

El fragmento se purificd y se usé como templado para la PCR Il, donde no
fue necesaria la adicién de oligonucleétidos, ya que las secuencias 5 y 3
amplificadas contenian secuencias complementarias al marcador de selecciéon. A
su vez, el producto de la PCR Il sirvio como templado para la PCR lll, donde se
utilizaron los iniciadores denominados Nest para obtener una buena cantidad del
casete de interrupcion.

El tamano de la construccion de TaL6 fue de 5004 pb. En la Figura 20 se
muestra la amplificacién obtenida. El fragmento se purificé y se procedié a

transformar protoplastos de T. atroviride.
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Figura 20. Amplificacion de la construccion para la interrupcion del gen TalL6. El
fragmento esperado se indica con una flecha.

Obtencion y seleccion de mutantes nulas del gen TaLé6.

Una vez transformados protoplastos de T. atroviride con la construccion
para la interrupcion del gen Tal6, se obtuvieron 28 transformantes
independientes. Las transformantes presentaron crecimiento en placas de medio
selectivo (PDA con higromicina 100 pg/ml). De cada una de las transformantes se
obtuvieron conidias, que se cultivaron en PDA para obtener micelio y se extrajo
DNA gendémico. Mediante PCR con oligonucleétidos control, se determiné en
cuales transformantes se habia reemplazado el gen nativo. Se realizaron cuatro
reacciones de PCR: la primera amplificacion fue de una regién correspondiente al
gen hph, indicando la presencia de la fusién generada, en las siguientes dos
reacciones de PCR se esperaria obtener amplificacion en caso de que la
construccidn se hubiera integrado en el sitio deseado, ya que los iniciadores
abarcan regiones 5 y 3’ fuera de la construccién obtenida. La cuarta reaccion
consistidé en la amplificacion de un fragmento interno del gen a interrumpir, de tal

manera que la obtencidon de un amplicdn indicaria la presencia del gen silvestre.
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En la Figura 21 se muestra un esquema representando las reacciones control

realizadas, asi como los tamafnos esperados para cada una de éstas.
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Figura 21. llustracion de las reacciones control realizadas para la validacion de la
interrupciéon del gen Tal6. Esquema representativo de las amplificaciones realizadas para la
validacion de la correcta interrupcion del gen TalL6. Se indican los fragmentos esperados en la
mutante del gen fal6, asi como la amplificacion esperada en caso de no tener una correcta
interrupcion (wt).

En las Figura 22 se muestran imagenes representativas de las
amplificaciones control de las transformantes obtenidas. En el panel a) muestran
los productos obtenidos a partir de cinco transformantes iniciales. En el panel b) se
muestran las amplificaciones obtenidas de dos transformantes que fueron
seleccionadas para ser sometidas a los pases monosporicos. En el panel c) se
muestran los productos obtenidos de las transformantes seleccionadas después
de haber realizado al menos cuatro pases monospéricos, donde se observa que
las cepas transformantes ya no presentan amplificacion del fragmento interno del
gen silvestre (carriles 16 y 20).

De los resultados obtenidos se dedujo que algunas de las transformantes
obtenidas contenian integraciones ectopicas de la construccién, ya que éstas
presentaban resistencia a higromicina, pero no amplificaron las dos reacciones

positivas (carriles 2 y 7 de la Figura 22).
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Figura 22. Amplificacion por PCR de las reacciones control realizadas para la
validacion de la interrupcion del gen Tal6. a) Analisis de la amplificacion de los extremos 5’y 3’
(reacciones control positivo) de cinco transformantes independientes: T-1 (carriles 1 y 6), T- 2
(carriles 2 y 7), T-3 (carriles 3 y 8), T-4 (carriles 4 y 9) y T-5 (carriles 5 y 10). b) Andlisis de la
amplificacion de los genes hph y TalL6 de dos transformantes independientes: T-3 (carriles 11 y
13), T- 5 (carriles 12 y 14). c) Amplificaciones control de dos transformantes independientes
después de al menos cuatro pases monospoéricos: amplificacion TaL6 wt (carril 15), T-3 (carril 16) y
T-4 (carril 20); hph T-3 y T-4 (carriles 17 y 21, respectivamente); oligo 5’ (carriles 18 y 22) y oligo 3’
(carriles 19 y 23).

Para todos los casos las reacciones de PCR se realizaron a 28 ciclos.
Unicamente se obtuvieron dos mutantes, la cual se denominaron Atal6 4.2 y 5.2.
Con la finalidad de asegurar la ausencia de mensajeros correspondientes a los

genes, se realizé un RT-PCR semicuantitativo, utilizando 35 ciclos en la reaccion.
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En la Figura 23, se muestran imagenes de las amplificaciones obtenidas para

cada uno de los genes con ADNc obtenido de las mutantes.

Solo la mutante 4.2 presentd ausencia total de mensajero, la mutante 5.2
aun presentdé mensajero, por lo cual se descartd para analisis posteriores. Con la
cepa mutante 4.2, se procedio a hacer los analisis de interaccion con planta y

confrontaciones con hongos fitopatdégenos.
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Figura 23. Reacciones de amplificacion por RT-PCR de las mutantes Atal6 4.2 y 5.2.
Amplificaciéon obtenida a partir de cDNA de muestras de micelio de Trichoderma en interaccién con
A. thaliana. Las reacciones se llevaron a 35 ciclos de amplificaciéon. El gen gpd se utiliz6 como
control de carga.

Después de haber seleccionado la mutante independiente Atal6 4.2, se
realizaron cultivos en medio minimo (MM) y PDA, para determinar si habia
cambios fenotipicos en las mutantes obtenidas con respecto a la cepa silvestre de
T. atroviride. En ambos medios, las mutantes mostraron un retardo en el
crecimiento colonial y en la conidiacion con respecto a la cepa silvestre. En la
Figura 24 se muestra una imagen representativa de la mutante Atal6 4.2 creciendo

en MM.



Figura 24. Morfologia de la cepas silvestre y mutante Atal6 de T. atroviride. Morfologia
de la transformante obtenida para el gen tal6 en comparacién con la cepa silvestre de T. atroviride
wt. Imagenes tomadas a los 11 dias de crecimiento en MM.

Ensayos de interaccion de las cepas mutante nula Atal6 y
sobreexpresante TaL6-OE con lineas marcadoras del sistema de defensa
vegetal y en confrontacién con Rhizoctonia solani.

Para determinar la participacién del efector TaL6 en la modulaciéon del
sistema de defensa vegetal, se realizaron interacciones de la cepa Atal6 4.2 y con
las lineas marcadoras pLox2 como un indicador de la activacion de la Resistencia
Sistémica Inducida mediada por JA y la linea pPR1 como una estrategia de
monitorear la activacion de la Resistencia Sistémica Adquirida mediada por SA.
Lamentablemente, hubo problemas con el reactivo Gus a utilizar y con la
germinacién de las semillas, por lo que no se reportan estos datos.

Por otro lado, se realizé la medicién de la raiz principal de plantas de A.
thaliana Col-0 control y en interaccién con T. atroviride wt y la cepa Atal6 4.2 para
determinar el posible impacto en la promocion del crecimiento vegetal. No se
encontraron cambios entre la cepa Atfal6 4.2 y la cepa silvestre, éstas tuvieron una

disminuciéon en su longitud con respecto a las plantas control creciendo

61



axénicamente (Figura 25). En el grupo de trabajo se han obtenido resultados

similares y contrarios a lo ya reportado (Contreras Cornejo et al., 2009).
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Figura 25. Longitud de la raiz de plantas de A. thaliana Col-0 en interaccién con T.
atroviride (wt) y con la cepa Atal6. Los datos son resultado de al menos 10 plantulas.

Para evaluar la posible participacion de los efectores seleccionados en la
capacidad de Trichoderma para actuar como un biocontrolador, se realizaron
ensayos de confrontacion de las cepas obtenidas con los dos grupos de
anastomosis AG2 y AG5 de R. solani. Se trabaj6é con las cepas sobreexpresante
TalL6-OE 1.1, que mostro la mayor expresion y la cepa mutante Afal6 4.2.

En las confrontaciones se observd que la cepa mutante baja su eficiencia
antagodnica contra los dos grupos de anastomosis de R. solani, con respecto a la
cepa de T. atroviride silvestre. De manera interesante, se observo que la cepa
sobreexpresante tuvo un mejor desempefio que la cepa silvestre, patron que se
observé mas marcadamente desde los cuatro dias de confrontacién y se mantuvo
hasta los ocho dias en los ensayos con AG2 (Figura 26) y AG5 (Figura 27). Estos
resultados sugieren que el producto del gen TalL6 esta participando en procesos
asociados a la capacidad antagoénica de Trichoderma, ya sea inactivando las

quitinasas del fitopatégeno o protegiendo las hifas de Trichoderma.
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Figura 26. Analisis de la participacion del gen TalL6 de T. atroviride contra R. solani AG2.
Confrontaciones directas de cada una de las cepas de Trichoderma contra el fitopatégeno R. solani
AG2. T. atroviride cepa silvestre (Ta wt), Atal6 4.2 y TaL6-OE 1.1. Los ensayos se realizaron por
triplicado, en medio PDA y se tomaron fotografias a los 2, 4, 6 y 8 dias. Se muestran imagenes

representativas.
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Figura 27. Analisis de la participacion del gen TaL6 de T. atroviride contra R. solani AG5.
Confrontaciones directas de cada una de las cepas de Trichoderma contra el fitopatégeno R. solani
AGS. T. atroviride cepa silvestre (Ta wt), Atal6 4.2 y TaL6-OE 1.1. Los ensayos se realizaron por
triplicado, en medio PDA y se tomaron fotografias a los 2, 4, 6 y 8 dias. Se muestran imagenes

representativas.



Caracterizacién del gen TaCFEMS.

Anadlisis de la expresion de TaCFEM5 en diferentes condiciones de
cultivo.

Al realizar el analisis de la secuencia promotora del candidato TaCFEMS, se
encontraron siete secuencias de respuesta para glucosa y celulosa. El analisis se
realizdé con los mismos programas que se usaron para el gen TalL6. En la Figura
28a, se indica el numero de secuencias encontradas para el gen TaCFEMS5 y en la

Figura 28b se esquematiza la posicion en la cual se encontraron.
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Figura 28. Analisis de la secuencia promotora del gel TaCFEM5. a) Elementos de
respuesta a diferentes fuentes de carbono encontrados y b) Esquema de la localizaciéon de los
elementos de respuesta dentro de la region promotora. Se marca el codon de inicio de la
traduccion (ATG), y las posibles cajas TATA y CAAT.

De igual manera que con el gen TaL6, primero se realizaron pruebas en un
medio minimo adicionado con celulosa, donde tampoco hubo respuesta en la
expresion del gen TaCFEMS. Por ello, se realizaron ensayos utilizando paredes
celulares vegetales al 0.2 % y también con un medio adicionado con exudados de
raiz de Arabidopsis al 20% (v/v). También se hicieron pruebas en un medio con
quitina, ya que se ha visto que proteinas CFEM estan ligadas a receptores de
membrana y transductores de senales implicadas en interacciones patdgeno-

hospedero y procesos de micoparasitismo (Rocha et al., 2002; Kulkani et al.,
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2003). Se observé que TaCFEMS respondié a los tres medios utilizados. Para el
exudado de raiz la respuesta fue a las 6 h, para las paredes vegetales y quitina la
induccion fue a las 24 h. El gen ech42 fue usado como control para los ensayos en
medio minimo con quitina al 0.75 % (Carsolio et al., 1994). En la Figura 29 se

muestra el analisis de expresion relativa para los genes descritos.

C/2h
C16h
Bz 24h
. 48h

Ctrl (gluc 1.5%)
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Tratamiento

Ctrl (gluc 1.5%)

Chi/ hpi

Figura 29. Patrones de expresién del gen TaCFEM5 en medio minimo Vogel con
exudados de raiz, paredes celulares vegetales o quitina. Analisis semicuantitativo de los
patrones de expresion del gen TaCFEMS (a) y ech42 (b). Exudados de raiz (RE), paredes celulares
vegetales (CW) o quitina (Chi). Promedio de al menos dos experimentos independientes. Expresién
relativa obtenida a partir del andlisis densitométrico de geles de agarosa. El medio suplementado
con glucosa se us6é como control y el gen ech42 se utiliz6 como control de referencia.

Determinaciéon de la localizacion del efector TaCFEM5 durante la
interaccion planta-Trichoderma.

La obtencién de cepas sobreexpresantes de Trichoderma que contuvieran
la fusion TaCFEMS5-mCherry también se realizé en tres rondas de amplificacién.
En la Figura 30, se muestran los geles de la primer ronda, donde se observan los
tamanos esperados de 1365 pb para TaCFEM5 y 717 pb para el fragmento de

mCherry.
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Figura 30. Amplificacion de los fragmentos de los genes TaCFEM5 y mCherry. Patrén
electroforético en gel de agarosa al 1 % de las reacciones de PCR, usando como templado cDNA
para amplificar el gen TaCFEM5 y DNA plasmidico para el fragmento mCherry. En todos los casos
se usO6 marcador de peso molecular para corroborar el tamafo de las bandas esperadas (Gene
Ruler DNa Ladder Mix. Fermentas).

El tamafio de la fusion TaCFEM5-mCherry fue de 2109 pb. En la Figura 31
se muestra la amplificacion obtenida en un gel de agarosa. El fragmento se

purifico y se ligo al vector pJET 1.2 /blunt.

TaCFEMS5

6000 ——
3000 — 2109 pb
2000 — <
1000 ——
500 ——

Figura 31. Comprobacion de la fusion TaCFEM5- mCherry. El fragmento esperado se
indica con una flecha.
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Por PCR en colonia se analizaron diez clonas y se seleccion6 una colonia
positiva para extraer ADN plasmidico y mediante una restriccion, obtener el
fragmento de interés para clonarlo en el vector de expresion pUEQ8. Se obtuvieron
colonias positivas que contenian la fusion TaCFEM5-mCherry, de una de ellas se
extrajo ADN plasmidico y se procedio a transformar protoplastos de Trichoderma'y
obtener la cepa deseada.

Se recupero una transformante de Trichoderma y por PCR se validé que
contuviera la construccion deseada (Figura 32), sin embargo, no se logroé observar

fluorescencia cuando se hicieron los ensayos.

Tacfems-
Cherry

3000

2109pb
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1000
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Figura 32. Comprobacion de la transformante de Trichoderma que contiene la fusién
Tacfem5- Cherry. El tamafio del fragmento esperado se indica con la flecha.

Obtencion de cepas sobreexpresantes del gen TaCFEMS.

Para obtener cepas sobreexpresantes del gen TaCFEM5 de Trichoderma,
se realizdé una amplificacion del marco de lectura abierto del gen, usando como
templado ADNc de T. atroviride y oligonucleétidos que incluian sitios de restriccion
para permitir su ligacion al vector de expresién pUEO8. En la Figura 33 se muestra

un gel con la amplificacién esperada de 1461 pb.
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Figura 33. Amplificacion del gen TaCFEMS. Se utiliz6 cDNA de T. atroviride como
templado.

El fragmento obtenido se purificé de un gel de agarosa y se procedi6 a ligar
en el vector de mantenimiento pJET 1.2 /blunt para TaCFEMS5. Por PCR en
colonia se analizaron diez clonas y se seleccion6 una colonia para extraer DNA
plasmidico y mediante una restriccion con las enzimas antes citadas, obtener el
fragmento de interés para clonarlo en el vector de expresion pUEQ8. Se purifico
ADN plasmidico con la construccion obtenida y una vez secuenciado se procedio
a transformar protoplastos de Trichoderma y obtener las cepas deseadas.

Las transformantes obtenidas para TaCFEMS5, fueron dos, denominadas
TaCFEMS5 1.1 y 3.1. No mostraron diferencias fenotipicas con respecto a la cepa
silvestre. Sin embargo, no se observo un aumento en la cantidad de transcrito con

respecto al control (Figura 34), por lo que no se usaron para analisis posteriores.
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Figura 34. Reacciones de amplificacion por RT-PCR de las sobreexpresantes
TaCFEMS5 y su analisis densitométrico. a) Amplificacion obtenida a partir de cDNA de muestras
de micelio de Trichoderma crecido en PDA. Las reacciones se llevaron a 25 ciclos de amplificacion.
El gen gpd se utilizd como control de carga. b) Analisis densitométrico de las cepas
sobreexpresantes TaCFEM5. Se grafica el andlisis densitompetrico obtenido de una réplica
bioldgica.

Disefio de la construccidén para la interrupciéon del gen TaCFEMS.

Igualmente que con Tal6, se uso la técnica de doble fusion (Davidson et al.,
2002; Yu et al. 2004). Primero, se amplificaron por separado de regiones 5’ y 3’
flanqueantes al gen, y de la secuencia correspondiente al marcador de seleccion,
hph, que confiere resistencia a higromicina. En la primera ronda de PCR los
tamanos esperados fueron de aproximadamente de 2100 pb para los fragmentos
flanqueantes a TaCFEMS (Figura 35). Los fragmentos se purificaron y sirvieron
como templado para la PCR Il. A su vez, el producto de la PCR Il sirvi6 como

templado para la PCR lll, utilizando los iniciadores Nest para obtener una buena

cantidad del casete de interrupcion.
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Figura 35. Amplificacion de las secuencias flanqueantes del gen TaCFEMS. Los
fragmentos esperados se indican con una flecha.

La construccién obtenida tuvo un tamano de 5325 pb y se muestra en la
Figura 36. El fragmento se purificd y se procedié a transformar protoplastos de T.

atroviride.

TaCFEMS

5325ph
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2000
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Figura 36. Amplificacion de la construccion para la interrupciéon del gen TaCFEMS. EI
fragmento esperado se indica con una flecha.

Obtencion y seleccion de mutantes nulas TaCFEMS.

Una vez transformados protoplastos de T. atroviride, se obtuvieron 43

transformantes independientes. De cada una de las transformantes se extrajo



DNA gendémico. Mediante PCR con oligonucleétidos control, se determin6é en
cuales transformantes se habia reemplazado el gen nativo. Se realizaron cuatro
reacciones de PCR: la primera de una region del gen hph, indicando la presencia
de la fusién generada, en las siguientes dos reacciones de PCR se esperaria
obtener amplificacién en caso de que la construccion se hubiera integrado en el
sitio deseado, ya que los iniciadores abarcan regiones 5 y 3’ fuera de la
construccidn obtenida. La cuarta reaccion consistidé en la amplificacién de un
fragmento interno del gen TaCFEMS, de tal manera que la obtencion de un
amplicon indicaria la presencia del gen silvestre. En la Figura 37 se muestra un
esquema representando las reacciones control realizadas, asi como los tamanos

esperados para cada una de éstas.
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Figura 37. llustracién de las reacciones control realizadas para la validacion de la
interrupcién del gen TaCFEMS. Esquema representativo de las amplificaciones realizadas para la
validacion de la correcta interrupcion del gen TaCFEMS5. Se indican los fragmentos esperados en
las mutantes del gen tacfem5, asi como la amplificacion esperada en caso de no tener una
correcta interrupcion (wt).

En la Figura 38 se muestran imagenes representativas de las
amplificaciones control para la interrupcion de TaCFEMS5. En el panel a) se
muestra los productos obtenidos a partir de cinco transformantes iniciales. En el
panel b) las amplificaciones obtenidas de dos transformantes que fueron
seleccionadas para ser sometidas a los pases monosporicos. En el panel c) se

muestran los productos obtenidos de las transformantes seleccionadas después
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de haber realizado al menos cuatro pases monospéricos, donde se observa que
las cepas transformantes ya no presentan amplificacion del fragmento interno del
gen silvestre (carriles 16 y 20). De los resultados obtenidos se dedujo que algunas
de las transformantes obtenidas contenian integraciones ectopicas de la
construccidon, ya que éstas presentaban resistencia a higromicina, pero no

amplificaron las dos reacciones positivas (carriles 4, 5, 9y 10 de la Figura 38).
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Figura 38. Amplificacion por PCR de las reacciones control realizadas para la
validacion de la interrupcion del gen TaCFEMS. a) Analisis de la amplificacion de los extremos
5"y 3’ (reacciones control positivo) de cinco transformantes independientes: T-1 (carriles 1y 6), T-
2 (carriles 2 y 7), T-3 (carriles 3 y 8), T-4 (carriles 4 y 9) y T-5 (carriles 5 y 10). b) Analisis de la
amplificacion de los genes hph y TaCFEMS5 de dos transformantes independientes: T-3 (carriles 11
y 13), T- 5 (carriles 12 y 14). c) Amplificaciones control de dos transformantes independientes
después de cuatro pases monospoéricos: amplificacion TaCFEMS5 wt (carril 15), T-3 (carril 16) y T-4
(carril 20); hph T-3 y T-4 (carriles 17 y 21, respectivamente); oligo 5 (carriles 18 y 22) y oligo 3’
(carriles 19 y 23).



Las reacciones de PCR se realizaron a 28 ciclos y las mutantes
seleccionadas se denominaron Atacfem5 1.1 y 2.1. Se realizd6 un RT-PCR
semicuantitativo, utilizando 35 ciclos en la reaccién. En la Figura 39, se muestran
imagenes de las amplificaciones obtenidas con ADNc obtenido de las mutantes.
Ambas mutantes presentaron total ausencia de mensajero. Con estas cepas, se
procedié a hacer los analisis de interaccion con planta y confrontaciones con

hongos fitopatogenos.

Tawt 1.1 2.1

Figura 39. Reacciones de amplificacién por RT-PCR de las mutantes Atacfem5 1.1y
2.1. Amplificacién obtenida a partir de cDNA de muestras de micelio de Trichoderma en interaccion
con A. thaliana. Las reacciones se llevaron a 35 ciclos de amplificaciéon. El gen gpd se utiliz6 como
control de carga.

Después de haber seleccionado mutantes nulas, se realizaron cultivos en
medio minimo (MM) y PDA, para determinar si habia cambios fenotipicos en las
mutantes obtenidas con respecto a la cepa silvestre de T. atroviride. En ambos
medios, las mutantes mostraron un retardo en el crecimiento colonial y en la
conidiacion con respecto a la cepa silvestre. En la Figura 40 se muestran

imagenes representativas de las transformantes obtenidas creciendo en MM.



Ta wt Atacfem5

Figura 40. Morfologia de la cepa silvestre y las mutantes Atacfem5 de T. atroviride.
Morfologia de las transformantes obtenidas para el gen tacfemS (transformantes 1.1 y 2.1) en
comparacion con la cepa silvestre de T. atroviride wt. Imagenes tomadas a los 11 dias de
crecimiento en MM.

Interacciones de cepas Atacfem5 y TaCFEMS5-OE con lineas
marcadoras del sistema de defensa vegetal y en confrontacién con
Rizoctonia solani.

Para determinar la participacién de TaCFEMS5 en la modulacion del sistema
vegetal, se realizaron interacciones de las mutantes nulas Atacfem5 1.1 y 2.1 con
las lineas marcadoras pLox2 como un indicador de la activacion de la Resistencia
Sistémica Inducida mediada por JA y la linea pPR1 como una estrategia de
monitorear la activacion de la Resistencia Sistémica Adquirida mediada por SA. Se
tomaron muestras de las plantas a los 3, 5 y 7 dias, sin embargo, unicamente en
el tiempo 7 fue donde se observaron diferencias con respecto a las interacciones
con la cepa silvestre de T. atroviride y son las que se muestran.

Los resultados que se presentan son preliminares. En la Figura 41 se
muestran los resultados con las mutantes tacfem5 1.1y 2.1 y la linea pPR1 alos 7
dias de interaccion, no observando cambios entre las mutantes y la cepa silvestre

de Trichoderma, unicamente se pudo observar una mayor induccion del sistema
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de defensa vegetal en las plantas que estuvieron en interaccién que con respecto

a las plantas control.
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Figura 41. Analisis histoquimico de GUS para plantulas pPR1:uidA a los 7 dias de
cocultivo con T. atroviride y las mutantes Atacfem5. At ctrl: plantulas creciendo axénicamente.
At-Ta wt: plantulas cocultivadas con la cepa silvestre. Atacfem5 1.1 y 2.1: plantulas co-cultivadas
con las cepas transformantes. Para todos los casos se muestran imagenes representativas de
tejido aéreo y de las raices. Las fotografias son de una muestra representativa de al menos 20
plantulas tefidas.

En cuanto a las interacciones con las mutantes tacfem5 1.1y 2.1 y la linea
marcadora pLox2, se observdé que hubo una mayor induccién del sistema de
defensa vegetal en las plantas que estuvieron en interaccion con las dos
mutantes, esto con respecto a la cepa silvestre (Figura 42). Sin embargo, es
necesario repetir estos experimentos para confirmar los resultados obtenidos.

Por otro lado, se realizé la medicion de la raiz principal de plantas de A.
thaliana Col-0 control y en interaccién con T. atroviride wt y las cepas mutantes
para determinar el posible impacto en la promocién del crecimiento vegetal (Figura
43). No se encontraron cambios, al igual que con las cepas mutantes del gen

Talé.
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Figura 42. Analisis histoquimico de GUS para plantulas pLox2:uidA a los 7 dias de
cocultivo con T. atroviride y las mutantes Atacfem5. At ctrl: plantulas creciendo axénicamente.
At-Ta wt: plantulas cocultivadas con la cepa silvestre. Afacfem5 1.1 y 2.1: plantulas co-cultivadas
con las cepas transformantes. Para todos los casos se muestran imagenes representativas de
tejido aéreo y de las raices. Las fotografias son de una muestra representativa de al menos 20
plantulas tefidas.

Como anteriormente se menciond, los resultados son preliminares, sin
embargo, los resultados obtenidos hasta el momento indican que la disminucion
en la expresion del gen TaCFEMS es suficiente para modificar la respuesta

inmune de la planta mediada por acido jasmonico.
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Figura 43. Longitud de la raiz de plantas de A. thaliana Col-0 en interaccion con T.
atroviride (wt) y con las cepas mutantes Atacfem$5. Los datos son resultado de al menos 10
plantulas.

Para evaluar la posible participacién de los efectores seleccionados en la

capacidad de Trichoderma para actuar como un biocontrolador, se realizaron
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ensayos de confrontacion de las cepas obtenidas con los dos grupos de
anastomosis AG2 y AG5 de R. solani.

Las confrontaciones con la cepa mutante Atacfem5 1.1 y R. solani AG2
(Figura 44) y AGS5 (Figura 45) no mostraron cambios con respecto a la cepa
control de T. atroviride Este comportamiento fue similar cuando se realizaron
ensayos con la mutante tacfemb 2.1 (datos no mostrados), lo cual sugiere que el

gen TaCFEMS5 no esta implicado en la capacidad antagonica de T. atroviride.

Trichoderma-R. solani AG2
2d 4 6d 8d

Ta wt

Atacfem5 | I

Figura 44. Analisis de la participacion del gen TaCFEM5 de T. atroviride contra R. solani
AG2. Confrontaciones directas de cada una de las cepas de Trichoderma contra el fitopatdogeno R.
solani AG2. T. atroviride cepa silvestre (Ta wt) y tacfem5 1.1. Los ensayos se realizaron por
triplicado, en medio PDA y se tomaron fotografias a los 2, 4, 6 y 8 dias. Se muestran imagenes
representativas.

Trichoderma-R. solani AG5

Figura 45. Analisis de la participacion del gen TaCFEM5 de T. atroviride contra R. solani
AGS5. Confrontaciones directas de cada una de las cepas de Trichoderma contra el fitopatdogeno R.
solani AG5. T. atroviride cepa silvestre (Ta wt) y tacfem5 1.1. Los ensayos se realizaron por
triplicado, en medio PDA y se tomaron fotografias a los 2, 4, 6 y 8 dias. Se muestran imagenes
representativas.



Caracterizacién del candidato TvCyt2.

Analisis de la expresion de TvCyt2 en diferentes condiciones de
cultivo.

La secuencia promotora del gen TvCyf2 se analiz6 con los mismos
programas antes mencionados. Se encontraron dos elementos de respuesta a
glucosa y dos a celulosa. En la Figura 46a, se indica el numero de secuencias
encontradas para el gen TvCyt2 y en la Figura 46b se esquematiza la posicion en

la cual se encontraron.
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Figura 46. Andlisis de la secuencia promotora del gel TvCyt2. a) Elementos de
respuesta a diferentes fuentes de carbono encontrados y b) Esquema de la localizaciéon de los
elementos de respuesta dentro de la region promotora. Se marca el codon de inicio de la
traduccion (ATG), y las posibles cajas TATA y CAAT.

Después del analisis de la region promotora, se procedio a realizar ensayos
en medio Vogel adicionado con diferentes fuentes de carbono: glucosa, celulosa,
exudados de raiz, paredes celulares vegetales y quitina. Un medio adicionado con
sacarosa al 1.5 % se usé como control. Los tiempos analizados fueron a las 2, 4,
6, 12, 24 y 48 h. Al realiza el analisis densitométrico se observo que, en los
medios adicionados con glucosa, celulosa, exudados de raiz y paredes celulares
vegetales hubo una ligera disminucién en la expresion del gen. Interesantemente,
en el medio adicionado con quitina, hubo un aumento en la expresidn con respecto

al control en el primer tiempo de colecta. Estos resultados son preliminares, sin
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embargo, correlacionan con la expresion obtenida de TvCyt2 obtenida en
interaccién con planta. En la Figura 47 se muestra la grafica con los resultados del

analisis densitométrico de los ensayos de RT-PCR.
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Figura 47. Patrones de expresion del gen TvCyt2 en medio minimo Vogel adicionado
con glucosa, celulosa, exudados de raiz, paredes celulares vegetales o quitina. Andlisis
semicuantitativo de los patrones de expresion del gen TvCyt2. Glucosa (Glu), Celulosa (Cel),
exudados de raiz (RE), paredes celulares vegetales (CW) o quitina (Chi). Expresion relativa
obtenida a partir del analisis densitométrico de geles de agarosa. El medio suplementado con
sacarosa (Sac 1.5 %) se us6 como control.

Analisis de la expresion de TvCyt2 en confrontacién con cepas de R.
solani

Ya que se observd que el gen TvCyt2 respondia a la presencia de quitina,
se decidi6é analizar su expresion diferencial en ensayos de confrontaciéon con dos
grupos de anastomosis de R. solani: AG2 y AG5. Se consideraron tres tiempos
para el analisis: Antes del contacto entre T. virens y las cepas de R. solani (BC);
cuando comienza a haber un contacto entre las dos cepas (C) y cuando ya hay un
sobrecrecimiento de entre las dos cepas (OG). La expresién diferencial se analizd
por qPCR, usando como control ADNc de T. virens creciendo solo. Para la

confrontacién con R. solani AG2, se observd que la expresién disminuye
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ligeramente con respecto al control (Figura 48a), mientras que con el grupo de
anastomosis AG5, se observé un aumento en la expresion en el segundo tiempo
de colecta, cuando empeza a haber un contacto entre las dos cepas,
disminuyendo al tercer tiempo, pero manteniendo niveles por encima del control
(Figura 48b), sugiriendo que el gen TvCyt2 participa en procesos asociados a

micoparasitismo.
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Figura 48. Patrones de expresién del gen TvCyt2 en medio minimo Vogel adicionado
con glucosa, celulosa, exudados de raiz, paredes celulares vegetales o quitina. Analisis
semicuantitativo de los patrones de expresion del gen TvCyt2. Glucosa (Glu), Celulosa (Cel),
exudados de raiz (RE), paredes celulares vegetales (CW) o quitina (Chi). Expresion relativa
obtenida a partir del analisis densitométrico de geles de agarosa. El medio suplementado con
sacarosa (Sac 1.5 %) se us6 como control.

Disefo de la construccién para la interrupcién del gen TvCyt2.

Al igual que con los genes anteriormente descritos, se uso6 la técnica de
doble fusion (Davidson et al. 2002; Yu et al. 2004). En la primera ronda de PCR
los tamafos esperados fueron de aproximadamente de 2050 pb para los
fragmentos flanqueantes a TvCyf2. En la Figura 49 se muestran las
amplificaciones obtenidas. Los fragmentos se purificaron y se realizé la PCR I,
usandolos como templado y la reaccién obtenida se usé para la PCR llI, utilizando

los iniciadores Nest correspondientes.



La construccion obtenida tuvo un tamano de 5523 pb. En la Figura 50 se

muestra la amplificacion obtenida y el fragmento se purificé y se procediéo a

transformar protoplastos de T. atroviride.

2050pb
e

Figura 49. Amplificacion de las secuencias flanqueantes del gen TvCyt2. Los

fragmentos esperados se indican con una flecha.
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Figura 50. Amplificacion de la construccion para la interrupcién del gen TvCyt2. El

fragmento esperado se indica con una flecha.
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Obtencion y seleccion de mutantes nulas TvCyt2.

Una vez transformados protoplastos de T. virens, se obtuvieron 24
transformantes independientes. Mediante PCR con oligonucleétidos control y
usando DNA de cada una de las transformantes, se determiné en cuales se habia
reemplazado el gen nativo. Se realizaron las mismas cuatro reacciones de PCR
indicadas en los genes anteriores para la corroboracion de las mutantes
obtenidas. En la Figura 51 se muestra un esquema representando las reacciones

control realizadas, asi como los tamanos esperados para cada una de éstas.
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Figura 51. llustracién de las reacciones control realizadas para la validacion de la
interrupcién del gen TvCyt2. Esquema representativo de las amplificaciones realizadas para la
validacion de la correcta interrupcion del gen TvCyt2. Se indican los fragmentos esperados en las
mutantes del gen tvcyt2, asi como la amplificacion esperada en caso de no tener una correcta
interrupcion (wt).

En la Figura 52 se muestran los productos obtenidos de dos transformantes
seleccionadas después de haber realizado al menos cuatro pases monosporicos,
donde se observa que las cepas transformantes ya no presentan amplificacion del

fragmento interno del gen silvestre (carriles 2 y 6).
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Figura 52. Amplificacion por PCR de las reacciones control realizadas para la
validacion de la interrupcién del gen TvCyt2. Amplificaciones control de dos transformantes
independientes después de cuatro pases monospdricos: amplificaciéon TvCyt2 wt (carril 1), T-2
(carril 2) y T-3 (carril 6); hph T-3 y T-4 (carriles 3 y 7, respectivamente); oligo 5 (carriles 4 y 8) y
oligo 3’ (carriles 5y 9).

Mediante una reaccion de gPCR, se corroboré que las mutantes
seleccionadas Atveyt2 2.1 y 3.1, tuvieran una expresion nula del gen. Ademas, se
analizaron las cepas sobreexpresantes del gen TvCyt2 para corroborar que fueran
transformantes con una mayor produccion de transcrito del gen.

En la Figura 53, se muestran imagenes de las amplificaciones obtenidas
con ADNc obtenido de las mutantes nulas y las sobreexpresantes. Ambas
mutantes presentaron total ausencia de mensajero y las sobreexpresantes

tuvieron hasta 13 veces mas de expresion con respecto a la cepa silvestre.
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Figura 53. Reacciones de amplificacion por qPCR de las mutantes nulas Atvcyt2 2.1y
3.1 y las sobreexpresantes TvCyt20E-1 y 5. Amplificacion obtenida a partir de cDNA de
muestras de micelio de Trichoderma en interaccién con A. thaliana. Las reacciones se llevaron a 35
ciclos de amplificacion. El gen gpd se utilizé como control de carga.

Con estas cepas mutantes y sobreexpresantes se analiz6 la funcidn del gen
TvCyt2 en las interacciones bioldgicas establecidas por Trichoderma durante la
tesis de maestria de Porras-Troncoso (2016), en donde se encontraron que las
cepas sobreexpresantes producen metabolitos secundarios que son menos
abundantes o no son detectables en las cepas silvestre y mutantes nulas. Las
mutantes Afvcyt2 en ensayos de antibiosis, mostraron en decremento en la
actividad antagodnica contra las cepas de R. solani, Las plantas de Arabiopsis co-
cultivadas con las cepas sobreexpresantes, mostraron una mayor induccién de la
resistencia sistémica adquirida que aquellas plantas co-cultivadas con la cepa
silvestre, ademas de que hubo un incremento en la biomasa vegetal. Todos estos
datos, junto con los aqui obtenidos, sugieren que el producto del gen TvCyt2 esta
implicado en la biosintesis de metabolitos secundarios, capaces de incrementar la
actividad antagonica contra hongos fitopatdgenos y la capacidad de promover el

crecimiento vegetal (Ramirez-Valdespino et al., 2017, sometido MPMI).
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DISCUSION
Los efectos que Trichoderma tiene sobre diferentes plantas han sido

ampliamente reportados (Yedidia et al., 1999; Harman et al., 2004a; Shoresh et
al., 2005). En este trabajo, se analizaron 21 secuencias de una lista de 233
candidatos de Trichoderma propuesta por Guzman-Guzman et al., 2017. Se utilizé
como criterio de seleccidn la relacion filogenética mas cercana entre T. virensy T.
atroviride y mas alejadas de T. reesei. Las dos primeras especies presentan un
estilo de vida micoparasito y pueden interactuar con la planta mientras que, hasta
la fecha, no se ha reportado que T. reesei presente dichas caracteristicas.
Ademas, un andlisis de los genomas de estas tres especies revelé que T. virens'y
T. atroviride comparten 1273 genes ortélogos que no estan presentes en T. reesei,
sugiriendo que podria ser uno de los factores que hacen que T. virensy a T.
atroviride compartan estilos de vida (Kubicek et al., 2011).

Para evaluar su participaciéon durante la interaccion con A. thaliana, se
realizd un sistema de interaccion de acuerdo a lo reportado por Contreras Cornejo
et al. (2009), ya que bajo esas condiciones, T. virens y T. atroviride promueven el
crecimiento y la activacién del sistema de defensa vegetal.

Se realizaron colectas de micelio en tres tiempos de la interaccion vy
unicamente colectando el frente de la colonia de Trichoderma, en caso de que la
respuesta en el hongo fuera localizada, es decir que, sélo en el micelio localizado
frente de la colonia se llevaran a cabo cambios a nivel transcripcional. Los dias se
seleccionaron para seguir la interaccidn desde tiempos tempranos, donde aun no
existe un contacto directo de la planta y el hongo (tres dias), donde las moléculas

puede ser difundidas en el medio o bien, los compuestos volatiles liberados por la



planta en respuesta a la presencia del hongo, pudieran ser inicialmente percibidos
por el hongo. La segunda colecta se realiz6 a los cinco dias post inoculacién (5dpi)
con Trichoderma, donde habia contacto inicial entre el micelio y la raiz. En el
séptimo dia, ambas especies de Trichoderma, ya cubrian toda el area radicular de
Arabidopsis.

Analizando los patrones de expresion de los 21 genes seleccionados por
RT-PCR semi-cuantitativo, se encontré6 que los genes TalL6, TaCFEMA4,
TaCFEMS, TaGH1 y TvCyt2, estaban diferencialmente expresados y su
comportamiento fue consistente en las réplicas realizadas en interaccion con la
planta. Los resultados de estos cinco genes se validaron por PCR en tiempo real,
confirmando los patrones de expresion obtenidos para cuatro de los genes. En el
caso del candidato TaCFEMA4, los resultados por gqPCR no mostraron la expresion
diferencial observada en los ensayos RT-PCR, posiblemente debido a que la
técnica de qPCR es mas sensible que la RT-PCR y permiti6 determinar la
expresion del gen de manera mas exacta, por lo que se descarté para posteriores
analisis.

Para el candidato TaGH1, en los analisis de interaccion con la planta,
presentd un aumento en su expresion de cinco veces con respecto del control en
el tercer tiempo de colecta, lo que sugiere que esta proteina pueda funcionar
degradando algun componente de la pared celular vegetal, para facilitar que
Trichoderma colonice a la planta. Se ha reportado que enzimas del complejo
celulolitico de T. longibrachiatum en interaccion con plantas de meldn, inducen el
sistema de defensa vegetal, ademas de provocar sintomas de respuesta

hipersensible (Martinez et al., 2001). También se ha reportado que la hidrolasa
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EIX (Ethilene-Inducing Xylanase), de T. viride activa la sintesis de etileno y la
respuesta hipersensible en plantas de tabaco (Rotblat et al., 2002). En hongos
fitopatdégenos es comun encontrar enzimas pertenecientes a las GH que degradan
componentes de la pared celular vegetal, ayudando a colonizar la planta; en
algunas de estas enzimas, la actividad efectora es independiente de su actividad
enzimatica (Enkerli et al., 1999; Poinssot et al., 2003; Muller et al., 1997; Ma,
2008).

Los resultados de la expresion diferencial de los genes antes mencionados
sugieren una funcién importante mediando la interaccion de Trichoderma con la
planta. Para determinar la posible funcion de los candidatos a efectores nos
centramos en TalL6, TaCFEMS5 y TvCyt2, ya que, se conoce poco sobre la
participacion de este tipo de efectores en especies de Trichoderma en interaccion
con plantas.

El gen TalL6, incrementd su expresion en los tres tiempos probados, siendo
hasta cuatro veces mayor con respecto al control a los siete dias de interaccion.
En patégenos como C. fulvum 'y Mycosphaerella graminicola se ha propuesto que
estas proteinas son capaces de unir oligosacaridos de quitina, previniendo la
activacion del sistema inmune de la planta y/o protegiendo las hifas del ataque de
las quitinasas secretadas por la planta u otros hongos (Van den Burg et al., 2006;
de Jonge et al., 2010; Marshall et al, 2011). Los datos obtenidos en las
interacciones de las cepas mutantes y sobreexpresantes, no son concluyentes y
no permiten sugerir una funcion del gen durante la interaccion con la planta. Sin
embargo, en las confrontaciones con los dos grupos de anastomosis de R. solani

es claro que la sobreexpresidn del gen le brinda a Trichoderma una mejor
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capacidad antagonica, misma que se ve disminuida en la cepa que no contiene el
gen. Esto hace sugerir que TalL6 actia enmascarando la presencia de
Trichoderma o bien protegiéndolo de la accidon de las quitinasas secretadas por los
fitopatégenos. Cuando se probaron medios suplementados con distintos
componentes estructurales, tanto vegetales como fungicos, sélo se observd un
ligero incremento en la expresion de TalL6 en presencia de exudados de raiz de
Arabidopsis a las 6 h, no asi ante la presencia de celulosa, paredes vegetales o
quitina. Es posible que se requiera de la suma de diferentes moléculas liberadas
por estos organismos para inducir la expresion del gen TaL6. Se ha reportado que
los miembros de esta familia participan activamente en la interaccion con quitina
(Marshall et al., 2011; Kombrick & Thomma, 2013; Sanchez-Vallet et al, 2013).
Seidl et al. (2013) reportaron que la proteina TalL6, contiene siete secuencias
LysM que son muy distintas a las que se han reportado en otros organismos,
ademas mostraron que une oligosacaridos de N-acetilglucosamina de diferentes
tamanos. Proponen que esta proteina podria tener una funcidn distinta a las ya
reportadas, mas relacionada con el crecimiento y desarrollo del hongo, ya que
observaron inhibicion de la germinacion de T. atroviride, pero no de otros hongos.
Sin embargo, los resultados que hasta el momento se han obtenido sugieren que
TalL6 tiene una funcion durante la interaccion Trichoderma-planta y Trichoderma-
hongo.

El candidato TaCFEMS mostré una ligera disminucion de su nivel de
expresion a los tres dias de interaccion, que aumento a los cinco y siete dias de
interaccion, llegando a mostrar hasta trece veces mas mensajero con respecto al

control. En M. grisea la proteina PTH11, de la familia CFEM, esta involucrada en



la diferenciacion del apresorio en respuesta a senales externas (DeZwaan et al.,
1999; Kulkarni et al., 2003). En B. cinerea se ha reportado que la proteina BTP1
no esta involucrada directamente en procesos de patogenicidad sin embargo, se le
relaciona con la transduccion de sefales, favoreciendo el proceso infectivo
(Gronover et al., 2005). En la base de datos del NCBI, se predice que TaCFEMS
puede tener la funcion como receptor acoplado a proteinas G tipo PTH11. La
proteina Gpr1 es miembro de la familia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs) y es homologa a TaCFEMS en T. atroviride, se ha reportado que tiene
una funcion durante la deteccion de sefiales externas y su transduccion a
moléculas blanco durante interacciones antagonicas, posiblemente mediadas por
AMPc. En una cepa silenciada de gpr1 se observd una disminucion de la
capacidad antagonica de T. atroviride contra R. solani, sugiriendo un cambio en el
reconocimiento del ambiente externo y por consiguiente una deficiencia en la
secrecion de metabolitos secundarios y enzimas liticas (Brunner et al., 2008;
Omann et al. 2012).

Los resultados de las interacciones de las mutantes facfemb y la linea
marcadora pLox2, donde se observa un aumento en la activacion de esta via de
respuesta vegetal, sugieren que la falta de este receptor y de toda la sefializacién
posterior en Trichoderma podria conducir a que la planta perciba al hongo como
una sefial de estrés mas intensa. Por otro lado, los resultados obtenidos en los
ensayos de confrontacidn con R. solani y la cepa mutante tacfemb, indican que
este candidato no esta involucrado con la capacidad antagdnica de T. atroviride,
no obstante, no se descarta que contra otros fitopatdgenos pueda tener una

funcién relacionada al antagonismo. Es posible que la funcién de TaCFEMS esté
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relacionada con la deteccion de sefales externas, con cierta especificidad
dependiendo del organismo en interaccion. Es necesario realizar mas estudios
para determinar la cascada de sefializacidon que pudiera activarse a través de esta
proteina.

En cuanto a los analisis para determinar posibles inductores de la expresién
de este gen, se encontré que este candidato responde a la presencia de paredes
vegetales, exudados de raiz y quitina, lo que también sugiere que se encuentra
participando en sensar cambios en el ambiente externo del hongo.

Referente a la localizacion de los posibles efectores, para TaL6-mCherry, a
pesar de que se realizaron mas de tres transformaciones, no se obtuvieron clonas
positivas; para la fusibn TaCFEMS5-mCherry, unicamente se obtuvo una
transformante conteniendo la construccién, sin embargo, no fue posible observar
fluorescencia. Esto podria deberse a que el plegamiento de la proteina interfiera
con el plegamiento de mCherry, impidiendo la emisién de fluorescencia.

El unico candidato seleccionado de T. virens, el gen TvCyt2, mostré una
disminuciéon de su expresién durante el primer tiempo analizado, dicho gen
codifica para una monooxigenasa p450. Varias de las monooxigenasas p450
reportadas en hongos estan implicadas en la biosintesis de metabolitos
secundarios toxicos para otros organismos o bien estan asociadas a procesos de
detoxificacion (Butchko et al., 2006; Proctor et al., 2006; Bojja et al., 2004; Cresnar
y Petric, 2011). En Trichoderma, existen reportes de monooxigenasas p450
involucradas en la sintesis de metabolitos secundarios con actividad antagdnica
contra hongos fitopatogenos (Carpenter et al., 2008; Cardoza et al., 2011;

Malmierca et al., 2012).



En el grupo de trabajo, se analizaron cepas de T. virens sobreexpresantes
del gen TvCyt2. Al realizar ensayos de interaccion con A. thaliana y con hongos
fitopatégenos, se encontré una mayor activacion del sistema de defensa vegetal y
una mayor actividad antagoénica contra el fitopatégeno S. cepivorum (Porras
Troncoso, 2014). Los resultados sugieren que el producto del gen TvCyt2 podria
participar en la sintesis de compuestos responsables de activar de manera mas
intensa las vias de defensa, es probable que la expresion de este gen disminuya
como parte de un control global durante el establecimiento de la interaccion. Este
comportamiento en la expression de genes, también se ha visto en los genes epl/1
y Tatrx2 (Guzman-Guzman et al., 2017). Ademas, en un analisis transcriptomico
en T. atroviride en interaccion con A. thaliana, mostraron un numero mayor de
genes que disminuyen su expresion, que aquellos que mostraron un incremento,
sugiriendo que la presencia de la planta provee sefiales que participan en la
regulacion negativa de algunos genes normalmente expresados en estado
vegetativo, contribuyendo al establecimiento de la simbiosis (L6épez-Ramirez,
2016. Tesis de Maestria).

El analisis de los niveles de expresion de TvCyt2 en diferentes fuentes de
carbono indican que el gen responde ligeramente a la presencia de quitina, donde
se observo un aumento en el primer tiempo, sugiriendo que el gen TvCyt2 puede
responder a la presencia de otros hongos. Se analiz6 su expresién en
confrontacién directa con R. solani AG2 y AG5. Con AG2 no hubo cambios en su
nivel de expresion, mientras que con AG5 hubo un aumento en el segundo tiempo
de colecta. Porras Troncoso (2016), observo que las cepas mutantes nulas de T.

virens fueron menos eficientes para controlar a las dos cepas de R. solani AG2,



indicando que la cantidad de mensajero producida por la cepa silvestre es
suficiente para controlar a AG2 y al quitar el gen, Trichoderma no es capaz de
limitar de la misma manera el crecimiento del fitopatégeno, sugiriendo que la
proteinaTvCyt2 esta implicada en la sintesis de metabolitos secundarios que son
necesarios para los procesos de biocontrol de Trichoderma. En el caso de la cepa
AG5, a pesar de que TvCyt2 se ve inducido, los metabolitos que se producen a
través de la via donde éste participa, tienen poco impacto sobre AG5. Estos
resultados, indican que TvCyt2 participa activamente en las asociaciones que T.
virens establece con hongos y con plantas.

Es importante destacar, que los efectos observados en Arabidopsis y en el
fitopatdbgeno, deben ser la suma de multiples factores coordinados finamente
durante las asociaciones. Con los resultados obtenidos, se demuestra que de los
21 candidatos analizados, TaL6 y TvCyt2, estan involucrados en la capacidad
antagdnica de Trichoderma contra cepas de R. solani, mismos que junto con
TaCFEMS5 podrian participar como moduladores durante la interaccion de

Trichoderma con la planta.
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CONCLUSION

Trichoderma posee genes diferencialmente expresados en la interacciéon
con planta. Los genes TalL6, TaCFEM6 y TvCyt2 son importantes mediando

asociaciones de Trichoderma con la planta y con fitopatégenos.
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PERSPECTIVAS

Expresar de manera heter6loga el gen TalL6 y caracterizarlo
bioquimicamente.

Analizar el efecto protector de la proteina TaL6 durante la interaccion con A.
thaliana y en una interaccion tripartita.

Obtener cepas de Trichoderma que sobreexpresen al candidato TaCFEMS,
asi como cepas que contengan las fusiones TaL6-mCherryy TaCFEM5-mCherry y
determinar su localizacion durante las asociaciones de Trichoderma.

Determinar si el candidato TaCFEMS esta implicado en activar alguna ruta
de senalizacion en Trichoderma, si es asi, con qué proteina G interactua, la ruta
que desencadena y cual o cudles son los blancos finales, para asi elucidar de qué
manera TaCFEMS5 modula las interacciones de Trichoderma con su entorno y en
particular con la planta.

Analizar si en interacciones de Trichoderma con otros sistemas vegetales
se obtiene el mismo patrén de expresion de los genes candidatos TaL6, TaCFEMS
y TvCyt2, para determinar su grado de especificidad.

Realizar ensayos de cultivos en tierra de las cepas mutantes y
sobreexpresantes de los candidatos TaLysM2, TaCFEMS5 y TvCyt2 con plantas de
Arabidopsis o tomate y con diferentes fitopatégenos, para determinar la proteccion
que los candidatos pudieran brindarle a la planta.

Determinar la expresion de los genes TalL6 y TaCFEMS en confrontacion con

fitopatogenos.
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