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L RESUMEN

Trichoderma atroviride es un hongo de importancia comercial, usado principalmente debido a su
habilidad de parasitar hongos fitopatogenos y a su capacidad de colonizar las raices de las plantas
estableciendo una relacién simbidtica. En este trabajo, investigamos el papel de las NADPH
oxidasas (Nox) en el establecimiento/mantenimiento de la simbiosis con A. thaliana, y en
antagonismo con hongos fitopatdgenos. Aqui nosotros reportamos que los genes nox! y noxR son
necesarios para el mantenimiento de la capacidad micoparasitica de 7. atroviride. A su vez el
analisis del transcriptoma de la interaccion AnoxR-A. thaliana mostrd que los procesos bioldgicos
principalmente afectados en la mutante estan relacionados a metabolismo y 6xido-reduccion. En
este sentido en AnoxR la induccion de genes relacionados con proteolisis, degradacion de
celulosa y lignina sugieren que la mutante AnoxR utiliza a A. thaliana como una fuente de
nutrientes y pierde su capacidad para establecer una interaccion simbidtica. Lo anterior nos indica

que los genes nox funcionan como un switch en balance simbiosis-patogénesis en 7. atroviride.

Abstract

Trichoderma atroviride is a commercialy important fungus, mainly due to its ability to parasitize
plant pathogenic fungi, and colonize plant roots by establishing a symbiotic relationship. Here,
we investigated the role of NADPH oxidases (Nox) in the establishment/maintenance of a
symbiotic interaction of 7. atroviride with the model plant Arabidopsis thaliana, and in its
antagonistic capacity against phytopathogenic fungi. We report that the nox1 and noxR genes are
required for the maintenance of the micoparasitic capacity of 7. atroviride. Transcriptome
analysis of a AnoxR mutant in the interaction with A. thaliana showed that the main biological
processes affected in the mutant are related to metabolism and oxidation-reduction. In this sense,
in AnoxR the induction of genes related to proteolysis, degradation of cellulose and lignin suggest
that mutant AnoxR used A. thaliana as a source of nutrients, and lose their capacity to establish a
symbiotic interaction. This indicates that the nox genes function as a switch in the balance of

symbiosis-pathogenesis in 7. atroviride.



1L INTRODUCCION

En la naturaleza los organismos coexisten, no como entidades separadas, sino como organismos
que se relacionan a diferentes niveles. Como organismos sésiles, las plantas estan expuestas a un
amplia variedad de microbios benéficos y patégenos de todos los reinos (Bonfante & Requena,
2011).

Para sobrevivir a una variedad de condiciones ambientales adversas, muchas plantas han
desarrollado la habilidad de establecer asociaciones benéficas o simbiosis con microorganismos,
los cuales proveen a estas plantas ventajas ecologicas (Eaton, 2009). Sin embargo, no todas las
asociaciones entre plantas y microorganismos son benéficas. En el mutualismo 6 asociaciones
mutualistas, ambos huésped y simbionte, se benefician de la asociacion. En contraste, en
asociaciones antagoénicas uno de los participantes se beneficia a costa de su socio, en muchos
casos resultando en la muerte del huesped (Eaton, 2009). Es principalmente en la rizésfera donde
se lleva a cabo un didlogo molecular entre la planta y sus microorganismos asociados, por medio
de un intercambio de diferentes clases de compuestos, este didlogo es un proceso celular

altamente coordinado.

Algunos microorganismos producen moléculas que las plantas reconocen y en consecuencia
activan una respuesta inmune innata (Contreras-Cornejo et al.,2014) o respuesta temprana. Sin
embargo, la asociacion planta-microorganismo, también involucra el reconocimiento molecular
entre las dos partes mediado por una red de sefhalizacion, en la que participan el acido salicilico
(AS), 4cido jasmonico (AJ) y etileno (ET) (Hermosa ef al., 2012). Estas hormonas (AJ y ET), se
conocen por participar como sefiales de transduccion e inducen resistencia sistémica (ISR),
cuando las plantas son estimuladas por microorganismos benéficos, aunque se conoce que Al se
induce por dafilo mecanico y por el dafio causado por herbivoros (Olmedo-Bonfil comentario
personal), mientras que la acumulacion de acido salicilico activa el Sistema de Resistencia
Adquirida (SAR), que es generalmente inducido por ataque por patogenos (Contreras-Cornejo et

al.,2014; Hermosa et al., 2012; Ryas et al., 1997).

La asociacion de las raices con hongos benéficos estd ampliamente extendida entre las plantas

terrestres y juegan un importante papel en el incremento del desempefio de las plantas, por
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ejemplo en la toma de nutrientes y la resistencia a condiciones de estrés bidtico o abidtico
(Borowicz, 2001; Smith & Read, 1997). Hongos de varios clados colonizan raices, entre ellos los
pertenecientes al genero Trichoderma Pers.: Fr (Teleomorfo Hypocrea, Ascomycota, Dikaria).
Especies de Trichoderma son con frecuencia componentes dominantes de la microflora del suelo,
en una amplia variedad de habitats (Gams & Bissett, 1998). Los miembros de este género son
hongos oportunistas, simbiontes avirulentos de plantas, y actian como parasitos y antagonistas de
varios hongos fitopatégenos, protegiendo a las plantas de enfermedades (Harman, 2000; Harman

et al., 2004).

Dentro de este género se encuentra Trichoderma atroviride P. Karst., que es un hongo
filamentoso ampliamente usado como especie modelo para estudiar mecanismos de
micoparasitismo y como agente de biocontrol de enfermedades de plantas (Dubey et al. 2013). T.
atroviride vive como saprofito, interactiia con hongos fitopatdgenos por medio de su capacidad
micoparasitica, es capaz de colonizar raices y puede vivir como enddfito, induciendo respuestas
de defensa en plantas (Druzhinina et al,. 2011; Harman et al,. 2004). Sin embargo, es poco lo que

se sabe a nivel molecular acerca de codmo lleva a cabo todas estas funciones .

Uno de los eventos tempranos de respuesta de defensa en animales y plantas es la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) por NADPH oxidasas especificas (Nox) (Montero-
Barrientos et al., 2011). Las especies reactivas de oxigeno son importantes moléculas de
sefializacion, se sabe que durante la interaccion patdogeno-planta o durante el reconocimiento, los
niveles de ERO se incrementan y desencadenan respuestas tempranas de defensa. En hongos
fitopatogenos, genes nox han sido identificados, estos tienen un papel importante en virulencia,
por ejemplo en Magnaporthe grisea, mutaciones de nox/ o nox2 resultan en la completa pérdida
de patogénesis (Egan et al., 2007), algo similar ocurre en Botrytis cinerea donde ambas proteinas
NoxA y NoxB son necesarias para la formacion del esclerocio y para la patogénesis (Segmiiller
et al., 2008). En contraparte, en simbiosis como la de Epichloé/Neotyphodium, la inactivacion del
gen que codifica para la isoforma NoxA resultd en la crecimiento desmedido de hifas en
meristemos y hojas maduras, incrementando dramdticamente la biomasa del hongo, como
consecuencia, las plantas infectadas con la mutante nox4 perdieron dominancia apical y

mostraron senescencia prematura, mientras que la mutante noxB no afect6 la simbiosis, mostrado



que la produccion de ERO es critica para el mantenimiento de la interaccion mutualista
Epichloé/Neotyphodium (Scott et al,. 2007).

Existe mas informacion acerca de las sefales y mecanismos que dirigen las interacciones
patdgenas entre hongos y plantas, pero se conoce poco acerca de como los hongos mantienen una
interaccion mutualista y que eventos detonan el cambio de mutualismo a antagonismo.

En 2011, Montero- Barrientos reportd que, como resultado de la sobrexpresion del gen nox! de T.
harzianum, las transformantes mostraron mayor actividad antagénica que la cepa silvestre contra
el patégeno Pythium ultimum, pero no contra Rhizoctonia solani o B. cinerea. También se
incremento la produccion de ERO, asi como la induccion de actividad de proteasas, celulasas y
quitinasas. En Trichoderma atriviride 1MI206040, Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella
identificaron dos genes homologos de gp917"** (identificados en humanos), nombrados como

77%* nombrado noxR. El papel de estos genes en el

noxI y nox2 y un homologo de p6
establecimiento y/o mantenimiento de la simbiosis y en la actividad micoparasitica por 7.
atroviride ain no ha sido del todo esclarecido, pero las evidencias de otras asociaciones sugieren
que podrian desempefiar un papel importante. La secuenciacion y anotacion del genoma de T.
atroviride ofrece una excelente oportunidad para el estudio y descubrimiento de genes que

participan en funciones bioldgicas especificas

I1I. ANTECEDENTES

NADPH oxidasas (Nox)

Hasta los afios 90’s la produccion de ERO con frecuencia se atribuia a la respiracion mitocondrial
o como un subproducto de otras reacciones. Sin embargo, el descubrimiento del fagocito
NADPH oxidasa fue el primer ejemplo de un sistema que genera ERO, no como un subproducto,
sino como resultado primario de un sistema enzimatico (Bedard & Krauze, 2007; Lambeth 2004).

1 phox

La primera NOXI1 descrita, entonces nombrada MOX1, homoéloga de gp9 se expresa en

colon, prostata, utero y musculo liso (Suh et al. 1999).

En mamiferos, se sabe que la generacion de ERO por las enzimas NADPH oxidasas requiere el

ensamblaje de un complejo multi-subunidad, formado por componentes reguladores del citosol
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1 phox

Racl/2, p40P™* pd7"™ y p67°™* y los componentes de membrana gp9 y la proteina

2ph0x

adaptadora p2 (Scott, 2015), que es conocido como citocromo bssg. En macrofagos, donde se

caracterizo originalmente este complejo, el proceso inicia en respuesta a una sefial de activacion,
. ., h . <y h h 7
que lleva a la fosforilacion de p47"°%, la cual induce su unién a p40™™** y p67""°%; éstos son

reclutados desde el citosol a la membrana plasmatica donde, posterior a una serie de

phox phox

fosforilaciones permiten a esta subunidad interactuar con gp91 a través de sus

y p22

dominios SH3, los cuales se unen a regiones ricas en prolina (PRR) presentes en p22°P"™

Ophox

(Sumimoto, 2008). Por su parte p67°™* se asocia a p4 mediante su dominio SH3, se sabe

7ph0x 1 phox

que la interaccion de p6 con gp9 es fundamental para activacion del complejo. La

subindad p40P™™ también se fosforila y se une al complejo p47°"™ -p67°"* a través de sus
dominios PB1 (Phox/Bemlp). La GTPasa Rac1/2 se transloca en la membrana e interactia con la
region N-terminal de p67°™*

NADPH oxidasa.

. Racl/2 sirve como un “switch” para la activacion del complejo

La produccion localizada de ERO por estas enzimas sirve como mecanismo de defensa y como
sefnal de transduccion en organismos multicelulares (Scott et al., 2015). ERO derivadas de Nox
son producidas en un amplio rango de concentraciones para afectar sefializacion y muerte de
bacterias. La familia Nox es ampliamente distribuida y, en virtud de su potencial para inducir
dafio generalizado, su actividad es cuidadosamente regulada (Griffiths et al., 2014). La mayoria
de las isoformas Nox liberan superdxido al medio extracelular y, en consecuencia tienen el
potencial de causar dano temporal a proteinas del plasma, adicionalmente también pueden
interactuar con un amplio repertorio de moléculas entre las que se incluyen lipidos, carbohidratos,
acidos organicos, asi como moléculas inorgénicas (Covarrubias et al., 2008). Las enzimas
NADPH oxidasas y dual oxidasa (DUOX) generan ERO de manera regulada, produciendo
oxigeno reactivo en varias células y tejidos en respuesta a factores de crecimiento, citocinesis y

sefiales de calcio (Lambeth, 2004)

Probablemente el recurso mas importante de ERO es el anion superdxido (O, ) y perdxido de
hidrégeno (H»0,), derivados de Nox 1-5 y DUOX (dual oxidasa). El anién superdxido se puede
convertir en perdxido de hidrogeno por accion de la enzima superoxido dismutasa (SOD) y

., .y e ] s 1s ’ . 1
también por accion no enzimatica en perdxido de hidrégeno y oxigeno en singulete ('O,), el



perdxido de hidrogeno producido puede ser subsecuentemente transformado en agua por enzimas
como la catalasa y glutation peroxidasa, y en presencia de metales de transicion no reducidos,
mediante la reaccion de Fenton, puede ser convertido en el radical hidroxilo, que es altamente

reactivo (*OH).

Formacion de Especies Reactivas de Oxigeno por las NADPH oxidasas

La generacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) es generalmente una cascada de
reacciones que inicia con la generacion de superdxido.

Para la generacion de ERO por las enzimas NADPH oxidasas, se requiere de la activacion
celular, seguida por el reclutamiento de proteinas del citosol, que organizan y ensamblan el
complejo activo NADPH oxidasa (Lambeth, 2004). Este complejo, una vez formado transfiere
electrones desde el NADPH en el citoplasma a través de la membrana a oxigeno molecular. El
oxigeno sufre una reduccion de un electron que conduce a la formacion del anidon superoxido
(O ). Este superoxido es de vida corta y es la especie reactiva de oxigeno primaria que sirve para
la formacion de otras ERO, tales como peréxido de hidrogeno, hipoclorito u ozono (Bedard &
Krauze, 2007). Aunque el superdxido es precursor de mas especies reactivas, reacciona con un
limitado repertorio de moléculas, como centros hierro-sulfuro, que funcionan como acarreadores
de electrones en mitocondria y bacterias (Lambeth, 2004). En ausencia de activacion celular, los
componentes citosoélicos del complejo NADPH oxidasa no se asocian, por lo tanto la generacion

de ERO por parte de Nox permanece en reposo (Nauseef et al., 2013).

Familia Nox

La familia Nox se clasifica dentro de la superfamilia Dominio Reductasa Férrico (FRD por sus
siglas en inglés), cuya caracteristica principal es que poseen al menos un dominio transmembrana
reductasa férrico que contiene un grupo hemo; este dominio se encuentra tanto en bacterias como
en eucariontes. La superfamilia FRD a su vez se divide en tres grupos principales NOX, FRE y
YedZ/STEAP.

Las enzimas reductasas férrico (FRE) y NADPH oxidasa (Nox), se encuentran con mayor

frecuencia en células eucariotas, estas enzimas comparten tres dominios canonicos, un dominio
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férrico reductasa de 6 hélices transmembranales, con un grupo hemo y dos dominios
citoplasmaticos C-terminal de union a FAD y NADPH. Este dominio deshidrogenasa les permite
catalizar la transferencia de un electron desde el NADPH citosolico a iones metal (FRE) u
oxigeno (Nox) extracelular (Zhang et al. 2013).

En hongos se distinguen tres subfamilias de Nox. NoxA/ NoxBhomologos de gp91°™* descrita en
humanos y mamiferos; NoxC cuya estructura es similar a Nox5 y DUOX de humanos y Rboh

(Nox) de plantas y NoxR identificado como un homologo de p67™.

Estructura de NADPH Oxidasas en hongos

Como ya se describio, las NADPH oxidasas (Noxs) son una clase de proteinas transmembranales
que catalizan la generacion de ERO, por transporte de electrones desde el NADPH al oxigeno
(Bedard & Krauze, 2007; Sumimoto H. 2008). Una de las enzimas de este tipo mejor estudiada es
la de los fagocitos, los cuales generan grandes cantidades del O,- , como parte de su actividad
microbicida, mediante la activacion del componente asociado a membrana NADPH oxidasa. En

este sistema el componente redox clave es el flavocitocromo bssg, el cual comprende a la

phox phox

subunidad catalitica gp91 (Nox2) que genera el O,-, y una subunidad no catalitica p22
(Kawahara et al., 2007). El conocimiento basico acerca de la estructura de Nox consiste en
dominios altamente conservados, tales como los dominios de uniéon a FAD- y NADPH-, seis
probables dominios a-hélices transmenbranales y cuatro histidinas de unién a grupo hemo, se
localizan en la tercer y quinta hélice transmembranal, de acuerdo a predicciones basadas en Nox
de mamiferos (Détry et al., 2014; Lambeth, 2004; Nauseef, 2004).

Sin embargo, en hongos, los genes que codifican NoxA, tanto de basidiomicetos como de
ascomicetos indican que en promedio poseen de cinco a siete hélices transmembranales, en NoxB
tienen de siete a ocho hélices transmenbranales, y NoxC posee cinco hélices transmembranales
(Détry et al. 2014).

Nox A y B poseen un sélo centro catalitico, mientras que NoxC tiene un dominio adicional N-
terminal que contiene motivos putativos de unién a calcio EF-hand. Por otra parte, se sabe que la

union a la subunidad reguladora NoxR es requerida para la activacion de NoxA y B (Scott &

Eaton, 2008), no siendo asi para NoxC, la cual no parece requerir la unién a NoxR, quiza porque



los dominios de unién a Ca®" podrian actuar como subunidades reguladoras (Aguirre et al. 2005;
Sumimoto et al., 2008)

Otra de las caracteristicas de estas enzimas es la presencia de motivos histidina. En
hongos las distancias de los motivos di-histidina para NoxA y NoxB son de 3 aaen HTM 3y 11
aa en HTM 5, aunque la mayoria de los ascomicetos tienen un tercer motivo di-histidina en NoxA
con una distancia que abarca de 2-8 aa en la HTM 1. NoxB tiene el mismo esquema de
distancias, pero posee un residuo adicional de histidina en HTM 3 con una distancia de 13 aa para
los ascomicetos. NoxC tiene tres histidinas separadas por distancias de 13 aa y 3 aa en HTM 3,
mientras que la distancia de los residuos de histidina en la HTM 5 es de 12 aa (Détry et al. 2014).
En lo referente a los sitios de glicosilacion el anélisis de Détry et al. (2013) s6lo encontr6 sitios
de glicosilacion para NoxB y no para las otras isoformas de Nox, lo cual sefiala una caracteristica
propia de esta isoforma. También encontraron que NoxR se encuentra en todas las especies
previstas para tener NoxA, NoxB o ambas, pero interesantemente en algunas especies solo

encontraron NoxR, aun cuando no se encontraban NoxA y NoxB (referencia??).
Las proteinas Nox en hongos

En hongos los genes nox juegan un amplio rango de funciones esenciales. NoxA esta presente en
un numero importante de especies fingicas, seguido por NoxB y NoxC, esta ultima se encuentra
principalmente en ascomicetos (Détry ef al. (2013).

En Aspergillus nidulans, NoxA esta involucrada en la formacién del cuerpo fructifero (Lara-Ortiz
et al., 2003) a su vez la actividad localizada de Nox genera una poza de ERO que define la
dominancia apical de las hifas, por lo que proponen una conexién entre Nox, ERO y calcio

(Semighini & Harris, 2008).

En Neurospora crassa Nox1 es requerida para el desarrollo sexual y asexual, mientras que Nox2
parece estar involucrada en la formacién de la espora sexual (Cano-Dominguez et al., 2008);
también en Sordaria macrospora Noxl es requerido para el desarrollo del cuerpo fructifero,
regulacion del crecimiento y fusion de hifas (Dirschnabel ef al,. 2014). En B. cinerea se requiere
de ambas, NoxA y NoxB para la diferenciacion del esclerocio, pero en virulencia tienen diferente
papel, mientras NoxB es importante para la penetracion, NoxA estd involucrada en la

diseminacion del patogeno y la generacion de las lesiones en su huésped (Segmiiller ef al., 2008).
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En el patogeno necrotrofico Sclerotinia sclerotiorum se requiere de NoxA y NoxB para el
desarrollo del esclerocio, el silenciamiento de Nox1 comprometié severamente la habilidad de
causar la enfermedad, reduciendo también la produccién de oxalato en la mutante (Kim ef al.,
2011). En otro patogeno Fusarium graminearum, NoxA y NoxB estan involucradas en el
desarrollo del peritecio y en la germinacion de la ascospora, y ambas contribuyen a virulencia
(Wang et al., 2014). Asi mismo, la importancia de Nox en Magnaporthe oryzae, también en
desarrollo y patogénesis fue reportada por Ryder et al. (2013), quienes describieron que la
configuracion para el desarrollo del hilo de penetracion de M. oryzae recae en la remodelacion
del citoesqueleto en dos pasos, donde Nox2 es requerido en el primero de ellos, para la formacion
adecuada de un anilllo de septina y el segundo paso es dependiente de Nox1, donde se produce la
elongacion dependiente de actina.

Por ultimo en el endosimbionte Epichloé festucae, noxA fue identificado como un gen esencial
para el establecimiento de colonizaciones compatibles en su planta huésped, la delecion de noxB
no tiene efecto en el establecimiento de la simbiosis, indicando que en E. festucae NoxA y Nox B
tienen funciones diferentes (Tanaka et al,. 2006 en Kayano et al., 2013).

Evidencia de la importancia de estos genes en metabolismo ha sido provista en hongos como
Ganoderma lucidum, un basidiomiceto de importancia farmacéutica, en el cual reportaron que la
produccion de especies reactivas de oxigeno via NADPH oxidasas regula la biosintesis acido

ganoderico (Mu et al., 2013).

Aunque en mamiferos se ha descrito que la generaciéon de ERO por estas enzimas requiere del
ensamblaje de un complejo multi-subunidad, que se compone de los componentes reguladores
del citosol Racl/2, p40P™™, p47°"* y p67°™* ademas del flavocitocromo b558, mismo que se

1 phox

compone de la subunidad catalitica gp9 (Nox1/Nox2) y de la proteina p22°™*, en hongos, no

todos los homologos de estas subunidades han sido encontrados.

En Sordaria macrospora, Nowrousian et al., (2007) describieron el gen pro41 que codifica una
proteina que se localiza en la membrana del reticulo endoplasmatico, misma que es esencial en el
desarrollo y maduracion del peritecio. Sin embargo hasta este punto, no se habian encontrado
evidencias de su relacion con los genes nox. En P. anserina se encontr6é que la mutacion en el gen

Isl que codifica una tetraspania, exhibe el mismo fenotipo que Anox2 y que ambas se
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encontraban presentes o ausentes en genomas de hongos, por lo que se sugirio que Pls1 se asocia
a Nox2 (Lambou et al, 2008). En E. fetucae 'y Claviceps purpurea se demostrd que la proteina
Beml, tiene un dominio estructural similar a p40P"*y que ésta interactiia con NoxR, por medio
de su dominio PB1, en estos mismos hongos también se describi6 que la proteina Cdc24 también
interactua con NoxR (Takemoto ef al., 2011; Schiilman et al/,. 2013 y Herrmann et al., 2014 en

Siegmud et al., 2014)

Fue a finales del 2014 cuando Lacaze ef al., asi como Siegmund et al., identificaron un nuevo
componente del complejo NADPH oxidasa en hongos, lo primeros lo describieron en B. cinerea
y los segundos en P. anserina. se encontré que Este nuevo componente es un homologo de la

’ h ’ .
proteina transmenbrana p22""** de mamiferos y de Pro4l de S. macrospora, anteriormente

2ph0x 1 phox

descrita. La funcion de la proteina p2 es estabilizar a gp9 para formar el flavocitromo
bsss en mamiferos. De esta forma el complejo Nox de hongos parece estar completo

(Ilustracionl).
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[lustracion 1. Modelo para la activacion del complejo NOX en hongos. A) Propuesta de la
composicion de los complejos Nox1 y Nox2 en hongos: las subunidades cataliticas Nox1 y Nox2
se unen a NoxD y Pls1 para formar distintos complejos membranas enzimaticas. Una vez llevada
a cabo la activacion, los componentes citosolicos del complejo (BemA, NoxR, Cdc24 y Rac) se
trasladan a la membrana para activar la oxidaciéon del NADPH y la produccion de O2— por el
flavocitocromo. B) Modelo de activacion de Nox1: mientras Nox1 y NoxD se ensamblan en el
RE, la completa activacion del complejo y la translocacion de NoxR (y otros componentes)
ocurre en vesiculas en la red del Sistema de Vacuolas (Tomado de Lacaze et al., 2014)
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Trichoderma atroviride como antagonista de hongos fitopatogenos

Las especies de Trichoderma a menudo son referidas como agentes de biocontrol (Rocha-
Ramirez et al, 2002). T.atroviride tiene la habilidad de micoparasitar diferentes especies de
hongos; durante el micoparasitismo 7richoderma compite por nutrientes, y responde
adhiriéndose y enrolldndose en las hifas de sus huésped, mientras produce metabolitos con
actividad antimicrobiana. Esto fue confirmado por Atanasova et al., (2013) donde generaron
perfiles transcriptomicos de tres especies de Trichoderma, en ensayos de confrontacion de estas
especies de Trichoderma versus Rhizoctonia solani, encontrando que 7. atroviride exhibe un
comportamiento parasitico hacia R. solani, en el cual participan genes involucrados en la
produccion de metabolitos secundarios, GH16 [-glucanasas, varias proteasas y pequefas

proteinas ricas en cisteina.

El grupo de Atanasova et al,. (2013) también encontrd que los genes que se expresaban antes del
contacto de las hifas con R. solani, no se expresaban mas después del contacto con su presa, lo
que indica un mecanismo de percepcion por parte de Trichoderma. Por otra parte evidencia de la
pérdida de capacidad micoparsitica en 7. atroviride fue reportada por Rocha-Ramirez et al.,
(2002) y Aghcheh et al., (2013), en el primero la ausencia del gen tgal que codifica para la
subunidad o de la proteina G, provoco la perdida total de sobrecrecimiento y la capacidad
micoparasitar a sus hospederos, asi como también la reduccion de la actividad quitinasa y la
reduccion en la produccion del compuesto antifingico 6-pentil-pirona; en el segundo la ausencia
del gen que codifica una metiltransfersa, Alael, trajo consigo la pérdida de su capacidad

micoparasitica y también la habilidad de defenderse contra otros hongos.

A nivel molecular, se intenta incrementar la habilidad de biocontrol de Trichoderma
incrementando quitinasas o la actividad proteinasa, ya sea incrementando el nimero de copias de
genes apropiados o fusionandolos a promotores fuertes (Brunner et al., 2005). En 7. harzianum la
sobrexpresion del gen nox/ mostré mayor actividad antagonica que la cepa silvestre contra el
patégeno Pythium ultimum. También se increment6 la produccion de ERO, asi como la induccion

de actividad de proteasas, celulasas y quitinasas (Montero- Barrientos et al,. 2011), sin embargo
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los mecanismo moleculares y las sefiales que gobiernan la capacidad antagonica de Trichoderma

aun no se han elucidado por completo.

Interaccion Trichoderma-planta

Hasta la fecha se han descrito cuatro niveles de interaccion en el proceso de fitoestimulacion
llevado acabo por Trichoderma, el primero es la comunicacién basada en la liberacién de
Compuestos Volatiles Orgéanicos (CVOs); el segundo es produccion auxinas y de precursores de
auxinas que son detectados por la planta para modular la arquitectura de la raiz; el tercero es, la
activacion de respuesta de defensa local y sistémica a través de contacto fisico entre las hifas y la
epidermis de raiz, o por la liberacion de elicitores y por ultimo la proliferacion de micelio en el

apoplasto de las raices de plantas (Brotman et al. 2013; Contreras-Cornejo et al.,2014).

Reportes de la interaccion de especies de Trichoderma con diferentes plantas de importancia
agricola revelan que incrementa el crecimiento y desarrollo de éstas en cultivos axénicos. Entre
los beneficios reportados de la interaccion se encuentran el aumento de la biomasa y estimulo de
desarrollo de raices laterales (Contreras- Cornejo et al., 2009), este efecto es similar al descrito
por auxinas en plantas. En plantas el aumento del sistema radicular permite tener mayor
superficie para la toma de nutrientes, misma que se ve potenciada debido a que Trichoderma
incrementa la solubilidad de nutrientes, asi como la capacidad de la planta para tomarlos y
distribuirlos (Lopez-Bucio et al., 2015); esta propiedad podria explicarse por la excrecion de
sideroforos y acidos organicos que incrementan la disponibilidad de nutrientes (Samolski et al.,

2012; Zhao et al., 2014 en Lopez-Bucio et al., 2015).

La interaccion entre planta y microorganismos involucra eventos de reconocimiento y sefales
que son distintas para diferentes elicitores de microorganismos. Esos elicitores pueden ser
patrones moleculares asociados a microorganismos o asociados a patogenos (MAMPs o PAMPs)
(Contreras —Cornejo et al., 2011). Se sabe que ciertos metabolitos secundarios producidos por
Trichoderma tienen un efecto antimicrobiano en altas dosis, pero actuan como patrones
moleculares asociados microorganismos (MAMPs) y como compuestos tipo auxina a bajas

concentraciones (Contreras —Cornejo et al., 2014).
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En la literatura existen evidencias que apoyan fuertemente el papel de auxinas en la regulacion de
arquitectura del sistema radicular. Aunque también se ha descrito que algunos microorganismos
producen auxina en su interaccién con plantas, esos microorganismos pueden interferir con el
desarrollo ya que pueden perturbar el balance de auxinas en planta, sin embargo esto ultimo ha
sido mejor estudiado en bacterias fitopatdgenas y en rizobacterias promotoras del crecimiento de
plantas (Spaepen and Vanderleyden, 2010), con escasa atencion en hongos promotores de
crecimiento. En condiciones axénicas 7. virens produjo compuestos relacionados a auxina, acido
indol-3-acético, indol-3-acetaldehido e indol-3-etanol, mismos que pueden activar
diferencialmente la expresion de genes mArcadores inducibles por auxina (Contreras- Cornejo et

al., 2009).

En plantas adultas, las auxinas se producen en su mayoria en meristemos apicales, hojas jovenes
y frutos en desarrollo, y son transportadas activamente a través del tejido vascular y se acumulan
en la punta de la raiz (Berleth & Sachs, 2001, en Jenik et al.,2007). El transporte polar de auxinas
es mediado por una familia de acarreadores eflujo, las proteinas PIN (PIN-FORMED).

Se ha demostrado que las proteinas PIN median varios procesos importantes como el desarrollo

de la flor y de tejido vascular (PIN1) o gravitropismo (PIN2 y PIN3) (Benkova et al., 2003)
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IV.  JUSTIFICACION

La seguridad alimentaria, la adaptacion y fortalecimiento de la resilencia de los sistemas
agricolas frente al cambio climatico son parte de los objetivos que plantean nuevos retos para la
agricultura. Para ello se requiere reducir el impacto negativo del uso de agroquimicos y pesticidas
empleados comunmente. De todo lo anterior se desprende el uso de tecnologias amigables con el
medio ambiente que permitan mantener o aumentar la produccién agricola. Para ello, el uso de
microorganismos benéficos es una de las opciones que han acompafiado a al agricultura por
mucho tiempo. Uno de estos microorganismos benéficos es Trichoderma atroviride, un hongo de
importancia agricola debido a su capacidad como agente de control bioldgico de diversos
microorganismos causantes de enfermedades de plantas, mismo que adicionalmente ayuda a
proveer minerales y nutrientes a las plantas con las que se asocia. En los Ultimos afios se ha
puesto especial interés en elucidar las mecanismos y sefales por los cuales 7. atroviride es capaz
de micoparasitar y controlar a otras especies de fitopatdgenos, asi como los mecanismos
moleculares por los cuales las plantas son capaces de percibir, reconocer y asociarse con especies
de Trichoderma. Evidencia de las multiples funciones biologicas de las enzimas NADPH
oxidasas han puesto de manifiesto su importancia procesos relacionados a desarrollo,
metabolismos y virulencia en diferentes hongos. Estos antecedentes sugieren que las funciones de
la enzimas NADPH oxidasas son conservadas en hongos; sin embargo, el papel que puedan estar
desempefiando en 7. atroviride es fundamentalmente desconocido, de ahi la importancia de llevar
a cabo mas esfuerzos para elucidar el papel de estos genes en el establecimiento de asociaciones
con plantas y en procesos de micoparasitismo. El conocimiento de sefiales y mecanismos que
pudiesen verse afectados por estos genes nos permitirdn también desarrollar mejoras en la

implementacion de esta especie en beneficio del desarrollo de cultivos sostenibles.
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V. HIPOTESIS

Las proteinas Nox de Trichoderma atroviride desempenan un papel clave en el control bioldgico

de hongos fitopatogenos y en la modulacion de la simbiosis con plantas.

VL.  OBJETIVOS

Objetivo General

Elucidar el papel de los genes nox en la habilidad de biocontrol de Trichoderma atroviride.

Objetivos especificos

» Establecer el papel de los genes nox en la capacidad antagonica de T. atroviride.

* Establecer el papel de los genes nox en la interaccion con plantas.

* Generar y analizar el trancriptoma de la interaccion 7. atroviride IMI 206040- A. thaliana

y T. atroviride AnoxR- A. thaliana
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VII. MATERIALES Y METODOS

Material biologico y condiciones de cultivo

En el presente trabajo se emplearon la cepa silvestre de Trichoderma atroviride IMI206040, y
tres mutantes de los genes nox; nox1 (Id. 302802), nox2 (Id: 300495) y noxR (Id. 315943). Estas
mutantes fueron generados de acuerdo al método de PCR de doble union (Yu et al., 2004), en los
cuales, el marco de lectura abierto (ORF por sus siglas en inglés), para cada uno de los genes, fue
reemplazado por un cassete de resistencia a higromicina, mismo que contiene el gen de

higromicina fosfotransferasa (hph).

También se usaron los siguientes hongos Alternaria solani y Botrytis cinerea, ambos miembros
de la division Ascomycota; Fusarium oxysporum, que pertenece a la division Deuteromycota, y
tres pertenecientes a la division Basidiomycota, Sclerotium rolfsii y dos grupos de anastomosis de
Rhizoctonia solani AG 2 y R. solani AG 5, todos estos hongos reportados como fitopatogenos de

importancia agricola.

Para los ensayos de interaccion hongo-planta, colonizacion de raiz y la generacion del
transcriptoma se usé el ecotipo Columbia-0 de Arabidopsis thaliana. También se usaron las
lineas transgénicas derivadas del de A. thaliana Col-0 que llevan fusiones de los promotores de
los genes de lipoxygenase? inducible por AJ (4cido jasmonico) (At3g45140) y pathogenesis-
relatedl (At2g14610), al gen reportero uidA (Schommer et al. 2008; Shah et al. 1997), para ser
referidas como pLox2:uidA y pPrl:uidA (proporcionadas por la Dra. Olmedo Monfil, V).
También se usaron lineas etiquetadas con la proteina verde fluorescente de los transportadores de
auxinas pPINI::PIN1:GFP, pPIN2::PIN2:GFP, pPIN3::PIN3:GFP y pPIN7::PIN7:GFP y el
marcador de respuesta a auxina DR5:GFP, para observar posibles cambios en la arquitectura de la
raiz se uso la linea WOXS5:GFP. Estas lineas fueron proporcionadas por el laboratorio del Dr.
Stefan de Folter.

En todos los casos, para el establecimeinto de los ensayos las semillas se desinfectaron con etanol

70% (v/v) por 7 minutos y con hipoclorito (cloro comercial) al 20% (v/v), en agitacion suave
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también por 7 minutos, seguidos por 4 lavados con agua destilada estéril. Posterior a la

desinfeccion, se sometieron a un periodo de vernalizacion de 2-4 dias en oscuridad, a 4 °C.

Medios de cultivo utilizados

En este trabajo se empelaron los siguientes medios de cultivo. Agar Papa Dextrosa (PDA) de la
marca Difco de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Para los ensayos de confrontacion
Trichoderma atroviride-fitopatdgenos se uso Medio Minimo (MM) como lo refiere Carsolio et
al., 1994, sin asparagina. Del cual se prepar6 un stock al 100X sin K;HPO4, sin FeSO4-7H,0, sin
agar y sin glucosa, mismos que se adicionaron al momento de preparar el medio que se ajusto a
un pH final de 5.5. Cabe mencionar que al Stock 100X se adicion6 3 ml de cloroformo para su

preservacion.

Tabla VII-1 Medio Minimo 1X

MgSO4'7H20 0.2 g
KClI 02¢g
NH4NO3 1 g

FCSO4‘7H20 2 mg
MnCl,-7H,0 2mg
ZnS0O4 - 7H,0 2mg
Glucosa 20g

Agar bacteriologico 20 g

Para la preparacion de medio 1X se tomd un volumen de 10 ml del stock, se complementd como
se menciond anteriormente, y esterilizé por 20 minutos, a 120 °C a 15 1b de presion. Posterior a

esto, se vertié en cajas Petri de 90 mm.

Para los ensayos de interaccion Trichoderma atroviride- Arabidopsis thaliana se uso medio MS
mezcla basal de sales (Murashige and Skoog basal salt mixure, Cat M5524, Sigma) al 0.2X,
suplementado con 0.3 % de sacarosa y con 10 gr de agar bacterioldgico. Se ajustd a un pH final

de 5.7.
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Ensayos de interaccion antagonica directa

Para los ensayos de interaccion 7. atroviride-fitopatogénos, tanto las cepas silvestres y las
mutantes se propagaron en oscuridad, a 26 °C. Los ensayos de interaccion antagonica directa se
llevaron a cabo usando el Medio Minimo descrito, y para los ensayos de interaccion indirecta
(ensayos de antibiosis y de compuestos volatiles), generacion de preinoctlos y obtencion de
esporas se us6 medio PDA.

En placas Petri conteniendo medio PDA se prepararon preindculos de los hongos fitopatogenos
A. solani, B. cinerea, F. oxysporum, S. rolfsii y R. solani AG2 y AGS, los cuatro primeros se
dejaron crecer de 3-5 dias ¢ hasta cuando alcanzaran el crecimiento necesario para obtener
suficiente micelio para los ensayos. Para los preindculos de los dos grupos de anastomosis de R.
solani y las cepas mutantes y silvestre de 7. atroviride se inocul6 y dejo crecer por un lapso de
36-40 horas.

Discos de micelio de 5 mm de didmetro se colocaron en extremos opuestos de cada caja de MM.
A. solani, B. cinerea y F. oxysporum se dejaron crecer por 3 dias, posterior a este periodo se
colocaron discos de micelio de las cepas de T. atroviride en el extremo opuesto; Sclerotium
rolfsii y los dos grupos de anastomosis de R. solani se inocularon al mismo tiempo que las cepas
de T. atroviride. Se incubaron a 26 °C en oscuridad y se tomaron fotografias a los 4 dias

posteriores al contacto.

Ensayos de antibiosis.

Discos de micelio joven se inocularon en el centro de cajas de medio PDA cuya superficie estaba
cubierta por un celofan estéril, se incubaron por 36 h a 26 °C, en oscuridad. Después de este
periodo el celofan en cuya superficie crecieron las diferentes cepas de T. atroviride fue retirado
para inocular en su lugar discos de micelio fresco de los diferentes hogos fitopatdégenos, cuyo
preindculo fue preparado como se describio para las interacciones directas. Se incubaron
nuevamente en oscuridad a 26 °C, por periodos de 40 h, en el caso de R. solani y Sclerotium

rolfsii y 5 dias para el resto de los patégenos.
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Ensayos de Compuestos Volatiles Organicos

Al igual que en el ensayo anterior discos de micelio de Smm de inocularon en el centro de cajas
con medio PDA, tanto de los fitopatdgenos como de 7. atroviride. Se retiraron las tapas de las
cajas Petri y se colocaron uno frente al otro (7. atroviride-fitopatdogeno) con los discos de micelio
y medio al interior, y se sellaron con papel plastico adherente de cocina. Estos ensayos so6lo se

realizaron con los dos grupos anastomosis de R. solani. Se incubaron por 36 h en oscuridad, 26

°C.
Ensayos de interaccion Trichoderma-Arabidopsis

Para los ensayos de interaccion 7. atroviride-A. thaliana, se usaron cajas Petri que se colocaron
en posicion vertical para permitir el crecimiento de las raices en la superficie del medio, se
incubaron en cdmara de crecimiento a 24 °C, con un fotoperiodo de 16 h de luz constante (200
umolm’s™)/ 8 h de oscuridad. En placas de medio MS al 0.2X se sembraron en linea recta 10
semillas de las respectivas lineas transgénicas de 4. thaliana, a una distancia de ~4 mm cada una.

Se incubaron en cadmara de crecimiento con las condiciones que se describieron anteriormente.

Después de 4 dias, a una distancia de 5 cm se inoculd con IXIO6 esporas sobre un circulo de
papel filtro estéril de Smm de didmetro, esto para asegurar un crecimiento uniforme de las
colonias, se dejo que el agua acumulada en las cajas se secara, se cubrieron y sellaron con papel
plastico adherente. Se incubaron de acuerdo con las condiciones anteriormente descritas. Los
ensayos se repitieron por triplicado para las lineas pLox2:uidA y pPrl:uidA, y por duplicado para

las lineas etiquetadas con GFP.

Para los ensayos por compuestos volatiles se usaron cajas Petri con una division, en las cuales se
vertio medio MS. En un compartimento se sembraron en linea recta 8 semillas de las respectivas

lineas pLox2:uidA 6 pPrl:uidA y se incubaron en cédmara de crecimiento; en el dia 4 se

6
inocularon 1x10 esporas en el otro compartimento de la caja; se incubaron nuevamente durante
por 3 y 5 dias mas. Estos ensayos se llevaron a cabo por triplicado con 30 plantas para cada

mutante de los genes nox.
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Analisis histoquimico

Para el andlisis histoquimico de la actividad del gen reportero GUS, plantulas de 4. thaliana se

incubaron de 12- 14 h en buffer de reaccion GUS, en oscuridad a 37 °C.

Tabla VII-2 Buffer de reaccion GUS

NaH,PO4 100mM pH 7 1.342 ml
Na,HPO4 100mM pH 7 1.158 ml

Triton 10 % 200 pl
K;3Fe(CN)s 100 mM 350 ul
K4Fe(CN)g:3H,0 100 mM 350 pl
X-Gluc (Biosynth) Smg
H,O 16.1 ml

Para limpiar las plantulas tefiidas de restos de clorofila se trataron con el protocolo de Malamy &
Benfey (1997). Se tifieron y analizaron no menos de 20 plantulas de cada linea por mutante, por

cada réplica biologica.

Colonizacion de la raiz de A. thaliana

Con la intencidon de corroborar si 7. atroviride era capaz de colonizar la raiz de 4. thaliana, se
sembraron e incubaron en cajas de medio MS, 10 semillas por caja Petri, cuando la plantulas
alcanzaron la edad de 4 dias, se inocularon con una dilucion de ~5 esporas en 10 pl, pero éstas en
lugar de inocularse en papel filtro de 5 mm de didmetro, se procedid, con la ayuda de una pipeta a
inocular en linea recta a una distancia de 5 cm de las raices, esto con la finalidad de poder
observar hifas individuales en raiz. Se analizaron 15 plantulas por cada cepa en experimentos por

duplicado.

Microscopia

Para observar la expresion de las lineas transgénicas de A. thaliana se procedio a tefiir la raiz con

Ioduro de propidio (IP) (Propidium iodide, Sigma) a una concentracion de 0.01mM, disuelto en
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agua destilada estéril. Mientras que para verificar la colonizacioén por 7. atroviride las hifas se
tiferon con WGA Alexa Fluor 488 diluido en buffer PBS 1X (Phosphate-buffered saline) (Cold
Spring Harb Protoc; 2006) a una concentracién de 10 pg/ml, por 5 minutos, posteriormente las
raices se lavaron con un poco de buffer PBS, se retird el exceso de WGA con ayuda de papel
absorbente, y se procedid a teir la raiz con IP con la concentracion antes indicada pero en este

caso también diluido en buffer PBS.

Tabla VII-3 Phophate-Buffered Saline (PBS) 1X

NaCl 8 gr
KCl 0.2 gr
Na,HPO4 1.44 gr
KH2PO4 0.24 gr

Se ajusta a un pH 7.4 y se esteriliza en autoclave por 20 minutos a 15 1b.

Las raices se observaron en microscopio confocal (LSCM) Zeiss LSM 510 META. La presencia
de GFP /Alexa Fluor 488 e IP se observo con el laser Argon, Abs/Em 488/515-530 nm. LA
magen confocal fue capturada con el software del mismo y evaluada con LSM-510 Image

Examiner.

Disefio experimental para generacion del transcriptoma de la interaccion 7. atriviride -

Arabidopsis

En placas Petri de 90 mm que contenian medio MS al 0.2X, suplementado con 0.3 % de sacarosa
y con 10 gr de agar bacterioldgico a un pH final de 5.7 se procedi6 a sembrar 20 semillas de A.
thaliana Col-0 en linea recta. Estas semillas previamente habian sido esterilizadas como se
describi6 anteriormente y sometidas a un periodo de vernalizacion de 2 dias, a 4°C en oscuridad.
Una vez sembradas se sellaron e incubaron en camara de crecimiento a 24°C, con un fotoperiodo
de 16 h de luz constante (200 pmolm?s™)/ 8 h de oscuridad.

Después de 4 dias a una distancia de 5 cm se coloc6 un disco de papel filtro estéril en cual se

. 6 . . .
inocularon 1x10” esporas de las respectivas cepas. Se inocularon tanto las cepas silvestre 7.
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atroviride IMI1206040 como las mutantes Anox1, Anox2 y AnoxR. Para el control de A. thaliana
en lugar de esporas se usé agua destilada estéril; en el caso del control de las cepas de T.
atroviride, éstas se inocularon en placas Petri de medio MS en ausencia de las plantulas de A.
thaliana sobre discos de papel filtro estéril de 5 mm de diametro. Se sellaron e incubaron en las

condiciones antes mencionadas.

A los 3 dias posteriores a la inoculacion, y antes del contacto micelio-raiz se colectd con ayuda
de una espatula estéril el frente del micelio de cada cepa que crecia en direccion a las raices de A.
thaliana. Inmediatamente se procedio a congelar este micelio en nitrogeno liquido y se almacen6
a -80°C hasta la extraccion de RNA. Para A. thaliana, con ayuda de un bisturi se procedio a
cortar en la base del tallo (cuello) para separar el brote de las raices. Se colectaron por separado
las raices y el tejido aéreo, se procedié a congelar inmediatamente en nitrégeno liquido y se
almaceno a -80°C. La colecta se repitio6 a los 5 dias posteriores a la inoculacion y para el control.

Se llevaron a cabo tres réplicas de este experimento.

Para la generacion del transcriptoma se colectd micelio de la interaccion A. thaliana- T.
atroviride IMI206040; A. thaliana- T. atroviride AnoxR, y como control cada cepa creciendo
sola. De A. thaliana se usaron las raices para la obtencion de RNA por ser la zona que coloniza 7.

atroviride.

Para la extraccion de RNA de raiz de A. thaliana y de T. atroviride se uso el método basado en
TRIZOL (INVITROGEN) pero modificado por Amorés Seller (2008), al que también se

realizaron modificaciones (ANEXO 1).

Secuenciacion de RNA mensajero, mapeo y analisis de expresion diferencial

La sintesis de cDNA fue realizada segin el protocolo 7ruSeq® RNA Sample Preparation v2
Guide y la secuenciacion se hizo en la plataforma Illumina HiSeq 2000, en un formato de 2X100.
Se generaron lecturas de una longitud de 100 pares de bases.

Se analiz6 la calidad de las lecturas generadas usando el software FasrQC. Este analisis se

ejecutd como parte de una tuberia programada en perl. Posteriormente estas secuencias fueron
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mapeadas en los trascritos predichos en el genoma de 7. atroviride v2 de la pagina de JGI

(http://genome.jgi.doe.gov/Triat2/Triat2.home.html) usando el software Bowtie2 (Langmead &

Salzberg, 2012). La informaciéon de mapeo fue guardada en formato BAM, se contaron las
lecturas que pertenecian a cada transcrito y dentro del ambiente del paquete estadistico R se

construyd una tabla de secuencias por transcrito de cada tratamiento por cada réplica.

Para el andlisis de expresion diferencial se utilizo el paquete edgeR de Bioconductor (Robinson y
et al., 2010), usando transcritos que al menos tuviesen tres cuentas por millon en alguna
biblioteca y que, el sumar las lecturas en todas las bibliotecas, tuvieran al menos 5 cuentas por
millon. Las librerias fueron normalizadas por el método de trimmed mean of M-values (TMM)
(Robinson y Oshlack, 2010) y posteriormente se realiz6 el calculo de la dispersion comtn usando
el método estadistico “Cox-Reid prole-adjusted likelihood” (CR). Se determind la expresion
diferencial entre los genes de las distintas condiciones usando el método “Generalized linear
model (GLM) likelihood radio test” (McCarthy et al., 2012). Un FDR < 0.01 fue considerado

como estadisticamente significativo en este analisis.

Anotacion y analisis de enriquecimientos de los genes diferencialmente expresados

Las secuencias de las proteinas en formato FASTA del genoma de 7. atroviride v2.0 se

obtuvieron del Frozen Gene Catalog(http://genome.jgi.doe.gov/Triat2/Triat2.download.ftp.html),

estas secuencias se compararon mediante BLASTP (E-value < 1x10-3) contra la base de datos

no-redundante (nr) del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando el programa Blast2GO

version 2.6.0 (https://www.blast2go.com). Se asignaron las categorias funcionales GO usando

una puntuacion de anotaciéon de <40 y un E-value <1 x107 (Gétz ef al., 2008). Para aumentar la
anotacion se realizd una comparacion de dominios de proteinas, usando la base de datos

InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/). Este proceso se enriquecid con la

anotacion, usando la opcion de ANNEX integrada en Bast2GO (Myhre et al., 2006). También se
uso el paquete GO.db 2.10.1 de Bioconductor para obtener los ancestros de cada GO. Una vez
obtenida la anotacion del genoma completo, ésta se heredo a los genes con expresion diferencial

del analisis transcriptomico.
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Usando una funcion de GOseq, que se basa en la distribucion hipergeométrica no central de
Wallenius (Oshlack and Wakefield, 2009), se evalud si existia un sesgo en los genes diferenciales
debido al tamafio del gen y se observo que este sesgo no era significativo. Con el paquete GOseq
(Young et al., 2010) se realizé un analisis de enriquecimientos de términos de ontologias génicas
(GO), pertenecientes a la ontologia general del proceso bioldgico con el método de distribucion
hipergeométrica. Los términos GO con un FDR < 0.2 fueron considerados enriquecidos
significativamente en cada comparacion realizada. Para no representar categorias muy generales
unicamente se hizo el andlisis con GOs que contenian hasta 300 genes. Los datos se
representaron en un “heatmap” con clusterizacion, la intensidad del color representa el porcentaje
de genes que fueron expresados diferencialmente en el anélisis del total de genes de cada término
de GO. El andlisis bioinformatico del transcriptoma fue llevado a cabo por el M.C Villalobos-

Escobedo J.M.
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VIII. RESULTADOS

Las mutantes noxI1 y noxR son incapces de antagonizar hongos fitopatogenos

Para conocer el comportamiento de cepas mutantes en los genes nox de 7. atroviride se llevaron a
cabo ensayos de confrontacion con hongos fitopatégenos de importancia agricola. Observamos
que la cepa silvestre fue capaz de detener el crecimiento de S. rolfsii y sobrecrecer a R. solani
AQG2, y A. solani; también fue capaz de controlar a B. cinerea, pero no fue capaz de controlar y
sobrecrecer a R. solani AGS y F. oxysporum. Sin embargo, las muatntes Anox/ y AnoxR fallaron
en controlar a los hongos fitopatdgenos, y en Anox2 se observé un comportamiento mas parecido
al de la silvestre (Ilustracion 2). Este comportamiento se aprecia mejor en los ensayos por

compuestos antibidticos (Ilustracion 3).
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Silvestre Anoxl ‘ Anox2 AnoxR

Sclerotium rolfsii
Rhizoctonia solani

AG2

Rhizoctonia solani
AGS5

Fusarium oxysporum

Alternaria solani

Botrytis cinerea

[ustracion 2. Ensayos de confrontacion 7. atroviride- fitopatégenos. Del lado izquierdo se ubican
las cepas de Trichoderma, mientras del lado derecho se localizan los fitopatogenos.
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Los compuestos antibioticos volatiles y no-volatiles de noxI y noxR no inhiben a hongos

fitopatogenos

Para determinar si los metabolitos producidos por las mutantes nox tienen algun efecto
antimicrobiano diferente a los de la cepa silvestre, se realizaron ensayos de limitacion de
crecimiento por compuestos antibioticos, como se describe en los métodos. En estos ensayos se
observo que las mutantes Anox/ y AnoxR no inhiben el crecimiento de los fitopatdogenos en el
medio de cultivo para los cuales tanto la cepa silvestre como la mutante Anox2 si lo hacen. Esto
podria explicarse desde que Atanasova ef al.,, (2013) encontraron que la estrategia que sigue 7.
atroviride involucra principalmente la antibiosis asi como la accion de enzimas hidroliticas, sus
resultados mostraron la sobreregulacion principalmente de B-1,3/1,4-D glucanasas de la familia
GH16 y de dos genes PKS (cladol) para produccion de metabolitos secundarios y también
toxinas killer tipo-KP4.

Los ensayos para compuestos volatiles se llevaron a cabo solamente con R. solani AG2 y AGS
con resultados similares a los observados en la interaccién antagénica directa y por compuestos
antibioticos no-volatiles, donde las mutantes Anox/ y AnoxR fueron incapaces de inhibir y
controlar a R. solani AG2 (Ilustracién 4).

Hasta este punto el efecto observado en Anox/ y AnoxR podria deberse a la falta o insuficiencia

en la sintesis de compuestos metabolicos secundarios de capacidad antibiotica.
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Sclerotium rolfsii

Rhizoctonia solani
AG2

Rhizoctonia solani
AG5

Fusarium
oxysporum

Alternaria
solani

y AnoxR fallan al inhibir el crecimiento de fitopatdgenos que son inhibidos por la cepa silvestre
de T. atroviride
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IMI 206040

R. solani AG2

R. solani AG5

[lustracion 4. Efecto de los compuestos volatiles de las mutantes de los genes nox. Los
compuestos volatiles producidos por las mutantes son incapaces de inhibir el crecimiento de R.
solani.

Las mutantes de los genes nox fallan en establecimiento de la simbiosis

Se ha descrito que las diferentes especies de Trichoderma promueven el incremento en biomasa
de su huésped, asi como el desarrollo de raices adventicias que le permiten mayor area de
contacto para la toma de minerales y nutrientes. Para evaluar la respuestas de plantas con las
mutantes en los genes nox de T. atroviride durante el contacto fisico, se llevaron a cabo
bioensayos en los cuales se uso el ecotipo Columbia-0 de Arabidopsis thaliana. Las semillas se
germinaron y crecieron en placas Petri, a los 4 dias de edad se inocularon a 5 cm de distancia con
1x10° esporas y el control con 1 gota de agua destilada estéril. Estos ensayos se realizaron por

triplicado con resultados similares.

Se observo contacto fisico del micelio con la raiz primaria a los 4 dias después a la inoculacion
(dpi) en con la cepa silvestre y las mutantes Anox/ y AnoxR, y a los 5 dias para Anox2, esto
debido a que en medio MS, se observo que la mutante Anox2 crece mas lento en relacion con las
otras mutantes. Al dia siguiente al contacto se observan sintomas de necrosis en las hojas de las
plantas inoculadas con las mutantes Anox/ y AnoxR, no asi en las plantas en contacto con la

mutante Anox2 cuyos sintomas empiezan a ser evidentes hasta el séptimo dia posterior a la
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inoculacion. Hasta este tiempo la cepa silvestre no parece afectar a A. thaliana, sin embargo al
dia 9 de cocultivo se observan algunas hojas con clorosis, después de 11-12 dias de interaccion
las plantas se recuperan y son capaces de convivir con la cepa silvestre como lo demuestran las
plantas que permanecieron en interaccion por un mes bajo las condiciones antes descritas

(Ilustracion 5).

Iustracion 5. Cocultivo de T.atroviride-A. thaliana. En esta imagen las plantas tienen 31 dias de
edad y 27 dpi.

Lo anterior no ocurre con las plantas cocultivadas con las mutantes de los genes nox. Las plantas
en cocultivo con AnoxlI, a los 9 dpi, presentan sintomas de clorosis y necrosis ademas que la
mutante las sobrecrece, y hacia los 10-11 dpi cuando las plantas no sobreviven. Asi mismo las
plantas en interaccion con AnoxR son las que se ven afectadas mas pronto, los sintomas de
clorosis y necrosis se evidencian rapidamente, su crecimiento se ve afectado y las plantas mueren
a los 8 dpi y son totalmente sobrecrecidas por la mutante; lo mismo curre para la mutante Anox?2
en cuyo caso se observan los mismo sintomas pero con manifestaciones tardias, en éstas la
muerte de las plantas se observo a los dias 13 posteriores a la inoculacion (Ilustracion 6). Con
estas evidencias, hasta este punto en ninguno de los casos es posible decir si la muerte de las
plantas se deba a los compuestos liberados en el medio por las mutantes, a que las plantas estan
siendo parasitadas y/o utilizadas como fuente de carbono o a lo suma de todos. Lo que es

evidente es que la ausencia de los genes nox conduce a la ruptura de asociacion simbidtica.
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Control IMI206040 Anoxl Anox2 AnoxR

[lustracion 6. Efecto la interaccion de la cepa silvestre y las mutantes nox de T. atroviride con A.
thaliana Col-0. Las semillas se desinfestaron y sembraron en medio MS 0.2x, después de 4 dias a
una distancia de 5 cm se inoculé con 1x10° esporas. Fotografias de A. thaliana con 13 dias de
edad y 9 dias después de la inoculacion.

Induccion de respuestas de defensa por las mutantes de los genes nox

La colonizacion de las raices de Arabidopsis por T. atroviride induce la expresion retardada y la
superposicion de la expresion de genes relacionados de defensa de las vias acido salicilico y
acido jasmonico/etileno (Hermosa et al., 2012). Para examinar si la colonizacion de raices por las
mutantes de los genes nox de T. atroviride involucran respuestas alteradas de las AS y AlJ,
monitoreamos la expresion de genes marcadores que son regulados por el incremento de esas
hormonas. Usamos las lineas marcadoras pLox2:uidA la cual es activada por la via de defensa
dependiente de AJ y pPR1a:uidA que se activa por AS. Los ensayos se realizaron en placas de

medio MS 0.2X donde se sembraron semillas de las respectivas lineas transgénicas de

6
Arabidopsis thaliana, después de 4 dias se inocularon con 1x10 esporas de las respectivas cepas.

El andlisis histoquimico con GUS en las lineas marcadoras pLox2 y pPRla mostr6 que la
presencia de las mutantes de las NADPH oxidasas activan las vias de respuesta relacionadas con
acido jasmonico y dacido salicilico. Las tinciones obtenidas con la linea pLox2 a los 4 dpi
muestran tincion en los cotiledones y en los primordios foliares. Las tinciones obtenidas con la
linea pPR1a a los 6 dpi mostré tincion en la nervadura principal y secundaria de los cotiledones y

en los primordios foliares (Ilustracion 7).
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[lustracion 7. Tincidn histoquimica de GUS. A) Tincion histoquimica de GUS en plantulas
pLox2:uidA de A. thaliana en interaccion con la cepa silvestre y las mutantes nox de 7. atroviride
después de 4 dias de interacion. Plantulas con 8 dias de edad. B) Tincion histoquimica de GUS en
plantulas pPR1:uidA de A. thaliana en interaccion con las cepas silvestre y las mutantes nox de 7.
atroviride después 6 dias de interaccion. Plantulas con 10 dias de edad.

Induccion de respuesta de defensa por las mutantes nox en interaccion indirecta

El 4cido jasmoénico y acido salicilico son susceptibles de ser metilado (MeJA y MeSA) y llegan
ser volatiles que son liberados en el aire pudiendo funcionar como sefiales a larga distancia e
inductores de genes de proteccion en raiz y en la parte area de la planta (Contreras-Cornejo et al.,
2014; Parker, 2009). Como en el ensayo anterior, para examinar si los compuestos volatiles
producidos por mutantes de los genes nox de T. atroviride eran capaces de activar respuestas en

la via AJ/ET, monitoreamos la expresion de la linea marcadoras pLox2:uidA.

El andlisis histoquimico con GUS de pLox2 mostré que los compuestos volatiles que son
producidos por las mutantes de las NADPH oxidasas activan las vias de respuesta relacionadas
con acido jasmonico y etileno de forma mas répida e intensa que la silvestre (Ilustracion 8). Las

tinciones obtenidas muestran tincion en el apice, los cotiledones y en los primordios foliares.
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[lustracion 8. A) Tincidon histoquimica de GUS en plantulas pLox2:uidA de A. thaliana en
interaccion con 7. atroviride y las mutantes nox después de 3 y 5 dias de interacion. Plantulas
con 7y 9 dias de edad.

Estos datos sugieren que las mutantes de las NADPH oxidasas de 7. atroviride pueden inducir

respuestas mediadas por AS y AJ en A4. thaliana de manera acelerada.

Las mutantes de los genes nox afectan la arquitectura de la raiz

Un patrén constante en la interaccion de las mutantes de las NADPH oxidasas con A. thaliana
fue que el meristemo de raiz en presencia de mutantes Anox! y AnoxR tendia a curvarse en
direccion opuesta al frente de crecimiento de las hifas de las mutantes y en sentido contrario al
estimulo gravitacional, esto también se aprecia en menor medida en la mutante Anox2. En vista
de este comportamiento se cuantificaron las raices que presentaban este comportamiento antes
del contacto con las hifas, esto es a 3 dias después de la inoculacion, el control fueron raices de A.
thaliana cultivadas en ausencia Trichoderma (30 raices por cada cepa, en dos réplicas
biologicas). Como resultado el 4% de las raices en interaccion con la cepa silvestre tendian a
curvarse; en AnoxI el 77% tuvo este comportamiento; en Anox2 el 60 % de las raices tendi6 a
curvarse pero fue en AnoxR donde se observo que el 95% de las raices tendian a curvarse

(Ilustracion 9).
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[lustracion 9. Comportamiento del meristemo de raiz en presencia de las mutantes nox.

En vista de estos resultados se procedid a observar la arquitectura de la raiz, tifiendo con Ioduro
de propidio y se observando en microscopio confocal. Observamsoq ue las raices en intreaccion
con la mutante AnoxR no fue posible apreciar la tipica la arquitectura de la raiz en la zona del

meristemo.

En Arabidopsis, las células madre mantienen la provision de nuevas células para el crecimiento
de la raiz. Ellas rodean un grupo de células que se dividen lentamente nombradas centro
quiescente (quiescent center, QC), y juntas forman el nicho de células madre (stem cell niche,
SCN). El QC actiia como el centro de sefializacion del SCN, reprimiendo la diferenciacion de
c¢lulas madre en los alrededores y proporciona una reserva de células capaces de reemplazar las
células madre dafiadas. El mantenimiento de células madre depende del factor de transcripcion
WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (WOX35), el cual es especificamente expresado en el QC
(Forzani et al., 2014). Con estos antecedentes y debido a los fenotipos observados se decidid
estudiar la localizacion de WOXS fusionada a GFP en las raices de las plantas enintrecacion con

las cepas mutantes nox.

Los fenotipos de curvatura de raiz en presencia de las mutantes se observo a los 3 dpi, por lo cual
se decidio observar la expresion de WOXS:GFP a partir de los 2 dpi, a 3 dpi y finalmente a 4 dpi
donde se esperaba que se diera el contacto (Ilustracion 10). A 2 dpi, en raices con la cepa
silvestre y con la mutante Anox2 se observa la sefial de fluorescencia similar al control de las

raices creciendo solas, pero en Anox/ y AnoxR la fluorescencia disminuye con respecto al
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control, y a los 3 dpi en las raices con mutante AnoxR la arquitectura de la raiz se ve severamente
afectada y no es posible detectar la fluorescencia de WOXS5:GFP, en Anox! la fluorescencia es
menor con respecto al control. Y por tltimo a los 4 dias no es posible detectar la fluorescencia de
WOXS5:GFP, incluso en las raices en interaccion con la cepa silvestre; sin embargo, si se observan
cambios drasticos en la arquitectura de la raiz. En las mutantes Anox/ y AnoxR se observan
algunas hifas lo que indica que han tenido contacto con la raiz, pero principalmente en AnoxR lo
que se observa es la desintegracion de la raiz.

En el caso de la mutante AnoxR, la pérdida de la arquitectura de la raiz y su desintegracion ocurre
antes del contacto con las hifas de AnoxR, los que nos indica que el dafio generado es a

consecuencia de los metabolitos liberados en el medio.

WOXS5:GFP Control IMI206040 Anoxl Anox2 AnoxR

2 dpi
3 dpi
4 dpi

[lustracion 10. Micrografia confocal de la expresion de WOXS5:GFP en interaccion con 7.
atroviride y las mutantes de los genes nox.
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EL mantenimiento del nicho de células madre de la raiz depende también de los factores de
transcripcion PLT1 (PLETHORAL1) y PLT2 (PLETHORA2), SCR (SCARECROW) y SHR
(SHORT ROQT) y del establecimiento de un gradiente de concentracion de auxinas que culmina
en el nicho de células madre (Jia et al,. 2015). La estabilidad de este gradiente depende de la
distribucion mediada por proteinas eflujo PIN y su sintesis local.

Como se menciond en el mantenimiento del nicho de células madre, ademas de factores de
transcripcion, interviene un gradiente de auxinas, mediado por transportadores eflujo de auxinas.
Pero también, en la estimulacion debido a la gravedad se forma un gradiente de auxinas entre el
lado superior en inferior de la raiz, el cual dirige la flexion de la raiz (Xi ef al., 2016). Se ha
descrito que las plantas son capaces de percibir la gravedad para crecer en direccion apropiada,
una respuesta llamada gravitropismo. El gravitropismo de raiz es importante porque permite
establecer su sistema radicular, su regulacion depende del transporte polar de auxinas mediado
por transportadores de auxina PIN-FORMED (PIN) (Jenik et al., 2007).

En vista de los resultados antes mencionados, analizamos si la interaccion del las mutantes de los
genes nox de T. atroviride con las raices de Arabidopsis es capaz de causar cambios en el patron
de expresion del marcador de respuesta a auxina DR5:GFP, asi como en los transportadores de
auxinas PIN1, PIN2, PIN3 y PIN7 en el meristemo de raiz. Se examiné la respuesta a auxinas al
igual como se realizd para WOXS5:GFP y se us6 IAA a 0.125uM como control adicional
(Ilustracion 11). A los 2 dpi la expresion de DR5:GFP se observo en la estela y columnela y fue
similar en las raices en interaccion con la cepa silvestre y las mutantes. Esta sefial no parece verse
afectada a los 3dpi en la raiz en interaccion con la cepa la silvestre, Anox! y Anox2, pero en este
tiempo en AnoxR s6lo se observa en la dos células de la columnela. A los 4 dpi la arquitectura
tipica se ha perdido en las raices en interaccion con las mutates Anox! y AnoxR, mientras las
hifas de éstas ya han alcanzado a la raiz, se aprecia fluorescencia en la columnela de las raices en
interaccion con Anox2. En las raices en interaccion con la cepa silvestre se observaron cambios
en la arquitectura, que podrian explicarse por la presencia de calosa como lo mencionan Chacon
et al., (2007). Con respecto al control con IAA, la expresion de DR5:GFP se observa en la estela
y columnela y no parece variar en el transcurso de tiempo en que se llevaron acabo estas

observaciones.
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DR5:GFP  Control IMI 206040 Anoxl Anox2 AnoxR  TAA 0.125
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—
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[lustracion 11. Micrografia confocal del marcador de respuesta a auxina DR5:GFP de raices de A.
thaliana en interaccion con las mutantes de las NADPH oxidasas, a los 2, 3 y 4 dias de
interaccion.

La curvatura en de la raiz a los 3 dpi en presencia de las mutantes nox podria explicarse en parte
por la interrupcion de gradiente o por la ausencia de auxinas. Sin embargo, en las raices con
AnoxR la presencia de auxinas es casi imperceptible en el momento que esta curvatura es
evidente. Para intentar esclarecer este comportamiento analizamos la presencia de GFP fusionada
traduccionalmemte con las proteinas PIN  (pPINI1::PIN1:GFP, pPIN2::PIN2:GFP,
pPIN3::PIN3:GFP y pPIN7::PIN7:GFP) en interaccion con las mutantes de los genes nox a los 2,
3 y 4 dias posteriores a la inoculacioén y antes del contacto (ANEXOS 2), cabe mencionar que

esta curvatura fue visible en el tercer dia posterior a la inoculacion (Ilustracion 12).
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3 dpi Control IMI 206040 Anox1 Anox2 AnoxR

pPIN1::PIN1:GFP

pPIN2::PIN2:GFP

pPIN3::PIN3:GFP

pPIN7::PIN7:GFP

[lustraciéon 12. Micrografia confocal de las lineas pPINI1::PIN1:GFP, pPIN2::PIN2:GFP,
pPIN3::PIN3:GFP y pPIN7::PIN7:GFP en intreraccion de las mutantes de los genes nox a 3 dpi.

—
20 um

En el fondo pPIN1::PIN1:GFP se observa su disminucion de la sefal en las raices con la cepa
silvestre, esta sefial disminuye drasticamente en las raices con Anox/, mientras con AnoxR se
observa la pérdida completa de la fluorescencia. Para pPIN2::PIN2:GFP la fluorescencia es
apenas perceptible en AnoxR, mientras disminuye en la silvestre y Anox/. En pPIN3::PIN3:GFP
la intensidad de la fluorescencia, tanto para la raices expuestas a las mutantes nox como para la

silvestre no se ve afectada. Y en pPIN7::PIN7:GFP ocurre algo similar a los otros marcadores ya
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que la fluorescencia en AnoxR es casi imperceptible y disminuye drasticamente en Anox/,

comparado con el control.

La apenas perceptible expresion de PIN1, PIN2 y PIN7 en interaccion con la mutante AnoxR nos
indica que el papel de estas proteinas en el eflujo de auxinas no se esta llevando a cabo, contrario
a lo que ocurre con PIN3, el cual su expresion parece inalterada tanto en las mutantes como en la
silvestre, lo que nos indica un elevado transporte de auxina, el cual previene la acumulacion
localizada de ésta. Sin embargo antecedentes de PIN3 indican que se posiciona simétricamente en
el plasma de la membrana pero se traslada lateralmente por estimulo de la gravedad (Friml et al.,
2002). En el caso de las mutantes, se observo que la raices tendian a curvarse en sentido opuesto
al estimulo gravitacional lo que sugiere que PINI, PIN2 y PIN7 pueden estar mediando
preferentemente una respuesta a la interaccion con las mutantes por sobre el estimulo

gravitacional.

Las mutantes de los genes nox son incapaces de colonizar la raiz de Arabidopsis thaliana

En 2007, Chacon et al. reportaron la colonizacion de raices de tomate por 7. harzianum a nivel
del epidermis y cortex, asi como la presencia de depdsitos calosa y celulosa a modo de barreras
fisicas. Para examinar si el dano observado en las raices de A. thaliana es el resultado de los
compuestos metabolicos liberados al medio o es causado por el crecimiento desmedido de las
hifas de las cepas mutantes al interior de la raiz se procedid inocular una dilucion de ~5 esporas
en 10 pl en linea recta a una distancia de 5 cm de A. thaliana. Esto con la finalidad de poder
observar hifas individuales en raiz. De entre 5-6 dias posteriores a la inoculacion se observo hifas
sobre la raiz, en eso momento se procedi6 a colectar, tefiir y observar.

Se observé que la cepa silvestre de 7. atroviride fue capaz de colonizar el espacio intercelular de
la raiz de A. thaliana mientras que las mutantes de las NADPH oxidasas fueron incapaces de

penetrar el interior y s6lo se observaron adheridas a la raiz (Ilustracion 13).
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[lustracion 13. Micrografia confocal. a) La cepa silvestre penetra el espacio intercelular de la raiz
de A. thaliana. b) Micrografia del sitio de penetracién de la hifa de 7. atroviride. En la parte
inferior se observa el control de A. thaliana y las mutantes nox adheridas a la raiz.

Resultado del Analisis transcriptomico

En todos los experimentos realizados, el efecto sobre las raices mas dréstico se observo en las
interacciones con la cepa mutante AnoxR, por lo cual decidimos analizar el transcriptoma de la
cepa silvestre (WT) y la mutante AnoxR (NR) antes del contacto con la raiz (AC"), es decir a los
3 dpi y en interaccion (I), a los 5 dpi cuando el micelio sobrecrecia la raiz de A. thaliana, como

controles se usaron a las cepas creciendo en ausencia de la planta.

Cuando comparamos los genes de cepa silvestre WT C (control) con las condiciones antes del
contacto y en interaccion (WT_S y WT 1), el patron el general es la represion de un nimero
importante de genes. Es decir, son mas los genes que se reprimen que los que se inducen, lo que

podria significar que, en respuesta a la presencia e interaccion con la planta, 7. atroviride reprime

L En los graficos S equivale a antes del contacto (AC)
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genes que generalmente se expresan constitutivamente. Mientras que al comparar los patrones de
expresion en interaccion y antes del contacto (WT I vs WT_S) se observo que se inducen mas
genes (100) que los que se reprimen (14), y podrian ser éstos los genes que participan para el

establecimiento de la interaccion.

Un comportamiento interesante se observd cuando se compararon los genes de la mutante y la
silvestre antes del contacto (NR_S vs WT_S) donde indujeron mas genes (1232) que los que se
reprimieron (805), lo que sugiere un cambio muy importante en el comportamiento de la mutante
AnoxR con respecto a la silvestre cuando estan en presencia de un posible huésped, es decir la
mutante noxR no reprime todos los genes que normalmente se reprimen en la WT. Por otra parte
la comparacion NR_C vs WT _C refleja que sus transcriptomas sin la planta son muy parecidos
(81 genes diferenciales), mientras que en presencia de un huésped, alin sin contacto se aprecia un
cambio importante entre las dos cepas; se observa que en la silvestre se induce un numero
importante de genes (WT_S vs WT _C) contrario a lo que ocurre en la mutante donde los genes
diferenciales son apenas 144 (NR S vs NR C) lo que podria suponer que la mutante
practicamente no responde a la presencia del huésped. En relacion a la mutante y silvestre en
interaccion (NR_I vs WT 1) el nimero de genes diferenciales (642) no es tan grande como en
otras comparaciones pero es significativo que la respuesta a la presencia del huésped es diferente
entre cada cepa (Ilustracion 14).

Asi mismo, en la comparacion antes del contacto y en interaccion de la mutante (NR I vs NR_S),
encontramos que s6lo se inducen 18 genes, lo cual contrasta de manera importante con lo

observado para la cepa silvestre donde se tienen 114 genes diferenciales (WT 1vs WT_S).
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[lustracion 14. Contrastes realizados para el analisis de expresion diferencial. En la parte superior
de cada barra se indica el numero de genes reprimidos ¢ inducidos. Nota: en le grafico S,
equivale a antes

Analisis de categorias funcionales enriquecidas

Para conocer los procesos bioldgicos afectados en la mutante AnoxR, se realizd un andlisis de
enriquecimiento de los genes inducidos y reprimidos en las distintas comparaciones (Ilustracion
15). Los procesos afectados en la mutante son procesos de metabolismo de nucledtidos, de
carbohidratos, metabolismo del compuesto glicosil, proteolisis, transporte transmembrana,
transporte de un solo organismo, procesos de 6xido-reduccion y organizacion de componentes
celulares. Este andlisis mostrd que los procesos bioldgicos afectados en la mutante AnoxR en
interaccion con respecto a la WT en esta misma condicion (NR I vs WT ) se reprimen procesos
de metabolismo de nucledsidos y de manera mas significativa procesos de transporte
transmembrana y transporte de un solo organismo (single-organism transport). Asi mismo se
inducen genes relacionados a proteodlisis, procesos de oxidacion-reduccion y procesos de

metabolismo de carbohidratos.

Seglin nuestras observaciones los compuestos metabodlicos liberados al medio por parte de AnoxR

ocasionaron de alguna forma el agotamiento de los meristemos de la raiz antes del contacto de
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ésta con las hifas. Para conocer qué procesos estan implicados en este comportamiento se
compar6 a la mutante y la silvestre en esta misma condicion (NR_S vs WT_S). Los procesos
biologicos de metabolismo de carbohidratos, protedlisis, transporte transmembrana y de un solo
organismo también procesos de oxidacion-reduccion fueron los principalmente inducidos. Asi
mismo, los procesos biologicos que se indujeron significativamente son los de metabolismo de
carbohidratos y oxido-reduccidon; estos mismos procesos aparecen reprimidos de manera
importante cuando comparamos la silvestre en la condicion sin interaccidon versus crecimiento
vegetativo (WT_S vs WT_C). Lo que podria significar que es necesario mantener reprimidos

genes relacionados a estos proceso para establecer la simbiosis 7. atroviride- A. thaliana.

En la comparacioén los genes de la cepa silvestre en interaccion con la condicion control (WT I
vs WT _C) se observd que se reprimen procesos de oxidacion-reduccion, protedlisis y
metabolismo de carbohidratos, éste tltimo de manera significativa, quizd porque como resultado
de la asociacién sea A. thaliana quien le proporcione los carbohidratos que 7. atroviride necesita

para subsistir.
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[lustracion 15. Heatmap de las categorias funcionales enriquecidas (* FDR <0.05; **FRD
<0.001). La intensidad del color representa el porcentaje de genes inducidos o reprimidos del

total que pertenecen a cada categoria.

Comportamiento de genes altamente contrastantes

Debido a que el fenotipo mas drastico en la raiz de A. thaliana se observo antes del contacto de la
mutante AnoxR, nos parecid necesario saber cudntos y cudles genes eran compartidos en esta
condicion entre la cepa mutante y la silvestre, contrastando con la silvestre creciendo sola. De
esta comparacion se encontrd que 6 genes son exclusivos de la condicion antes del contacto, 13

genes son compartidos y 6 pertenecen al contraste de la cepa silvestre versus control de la misma

(Ilustracion 16).
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[lustracion 16. Diagrama de Venn muestra los genes mas contrastantes en la comparacion de
AnoxR y la silvestre antes del contacto vs la silvestre en esta misma condicién pero comparada
con el control WT sin planta.

Es interesante observar que, en el perfil transcripcional, el comportamiento de los genes es
opuesto en la cepa silvestre y en la mutante. Mientras en la silvestre, antes del contacto, no se
encuentran expresados, en la cepa silvestre creciendo sola (control), estos genes son altamente
expresados. Sin embargo, en la condicién en la interaccion, ain antes del contacto, son
reprimidos, mientras en AnoxR, el control observa un comportamiento similar al de la silvestre
sin llegar a alcanzar su mismo nivel de expresion, y en la condicion antes del contacto la mayoria
de ellos se reprime, pero su expresion aumenta en interaccion con la raiz, sin alcanzar el nivel de
expresion del control de la cepa silvestre, lo que significa que estos genes en la mutante AnoxR
no son reprimidos. La mayoria de estos genes estan involucrados en procesos de metabolismo

(catabolismo), y el resto en procesos de oxido-reduccion (Ilustracion 15).

Dentro de estos genes tenemos dos proteasas. El primero, peptidasa Gl/eqolisin, el
comportamiento de este gen es opuesto en la mutante y en la silvestre. Este gen en la silvestre en
crecimiento vegetativo se encuentra inducido, pero en interaccion se ve reprimido, contrario a
AnoxR, su actividad en la condicion de interaccion aumenta. Las Peptidasas Gl/eqolisin son
enzimas con actividad de protedlisis, y pueden contribuir a la nutricion del hongo
(Merops.sanger.ac.uk, 2016). La segunda proteasa de igual forma en la silvestre se reprime de
manera importante. Este gen es Crotonasa, cor /ClpP/crotonasa. La proteasa CLP, cataliza la

hidrolisis de una unién amida en una proteina sustrato (Xiang et al., 1999), en E. coli las
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proteasas CLP estan involucradas en la degradacion selectiva de proteinas in vivo (Maurizi, ef al.,

1990).

En la mutante AnoxR de T. atroviride encontramos dos genes glucosido hidrolasas cuya actividad
no se ve afectada en la condicidn en interaccion, en cambio estan reprimidos en la silvestre. La
primera glucosido hidrolasa, es una quitinasa sitio activo. Se predice que la proteina, producto de
este gen, posee actividad hidrolasa y participa en procesos relacionados al metabolismo de los
carbohidratos. El segundo gen es el de una glucésido hidrolasa con dominio de unién a celulosa.
La presencia de estas enzimas estd ampliamente extendida entre los hongos saprofitos, que
subsisten con polisacaridos de la pared celular vegetal, y juegan un rol en la conversion de

celulosa a glucosa para la obtencion de energia.

El gen que codifica para Acetil-CoA sintetasa-tipo/AMP-dependendiente sintetasa/ligasa también
esta implicado en procesos de metabolismo. Este no se vio reprimido en la mutante AnoxR en la
condicion de interacciéon. Al igual que los anteriores ejemplos, el gen Piruvato
descarboxilasa/indol piruvato descarboxilasa, en AnoxR se observd que no era reprimido. IPDC
(indolepyruvate decarboxylase) ha sido propuesta como una enzima clave en la biosintesis de
acido indolacético (IAA), a partir del triptofano.

Por otra parte las reacciones de metilacion pueden estar implicados en la biosintesis de
metabolitos secundarios por hongos que descomponen madera (Jeffers et al,. 1997). También se
observd un gen que codifica para una O-metiltransferasa, COMT, que no se vio reprimido en la

mutante AnoxR .

Adicionalmente se encontraron genes involucrados en procesos de oxidacion y reduccion que en
la silvestre estaban reprimidos mientras que en la mutante no lo hacian. De ellos, tenemos el gen
que codifica para una Alcohol deshidrogenasa GroES-like, que participa en procesos de 6xido-
reduccion y también estd involucrada en procesos de metabolismo con actividad catalitica. Los
genes que codifican para NADH-flavin oxidoreductasa/NADH oxidasa, N-terminal, y Alfa/beta-
hidrolasas estan involucrados en procesos de oxido-reduccion. Es establecido que NADH-flavin
oxidoreductasa/NADH oxidasa, N-terminal estdn presentes en todos los microorganismos

incluyendo bacterias marinas bioluminiscentes y también mamiferos y su principal actividad es la
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de fungir como mediadores en la transferencia de electrones (Fontecave et al., 1994 en Fieschi et

al., 1995). Este tltimo gen en la mutante AnoxR en el control y en la condicidn antes del contacto

permanecié sin cambios, sin embargo en interaccion fue inducido fuertemente lo que podria

significar que el mantenimiento del balance redox es esencial para la funcioén bioldgica que esté

llevando a cabo.
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FC superior a 10

48



IX.  DISCUSION

En los ultimos afios el papel de las NADPH oxidasas de hongos fitopatdgenos ha recibido gran
atencion, salvo en E. festucae, el papel que estas enzimas puedan estar desempefiando en
asociaciones simbioticas es aun poco explorado. En el presente trabajo observamos que las
funciones de Anox! y AnoxR son relevantes, tanto en micoparasitismo como en interaccion con
A. thaliana, no asi Anox2, cuyo comportamiento en micoparasitismo parece mas cercano al de la
cepa silvestre. En T. atroviride, la pérdida de la capacidad antagdénica ya habia sido reportada
debido a la ausencia de los genes zgal y lael (Rocha-Ramirez et al., 2002 y Aghcheh et al.,
2013). Los genes lael y vell son identificados como reguladores de antagonismo, a su vez, en T.
virens el complejo VeLl/LAEI/VEL2 (VeA/LaeA/VeB) son reguladores globales de
metabolismo y desarrollo.

La pérdida de la capacidad antagénica de 7. atroviride por parte de las mutantes Anox/ y AnoxR
podria explicarse en el sentido de la alteracion de vias metabdlicas, relacionadas con la
produccion de metabolitos antifingicos, llevando a su ausencia o a la interrupciéon de su
biosintesis. En Trichoderma se ha descrito que enzimas hidroliticas como quitinasas, glucanasas

y proteasas son parcialmente inducidas antes del contacto con el huésped (Hjeljord& Tronsmo,

1998 en Zeilinger, & Omann,2007).

La participacion de las isoformas de Nox en la produccion de metabolitos también fue descrita en
Ganoderma lucidum, en este hongo se encontré6 que las ERO generadas por Nox regulan
positivamente la biosintesis de dcido ganodérico (Mu et al., 2013). Sin embargo, en 7. atroviride,
en la mutante Anox2 no se observo la pérdida de la capacidad antagdnica, lo que podria significar
que nox! es la responsable de la biosintesis de compuestos antifingicos, sin que la participacion

de nox2 sea necesaria.

Las diferencia en los fenotipos observados para Anox/ y Anox2, tanto en micoparasitismo como
interaccion con A. thaliana, podrian explicarse proponiendo que las funciones especificas de las
dos subunidades cataliticas podrian requerir diferentes mecanismos de regulacion y diferentes
activadores o proteinas que se asocien al complejo, tal como lo proponen Lacaze et al. (2014) y

Siegmund et al., (2014). En adicién a lo anterior Detry et al. (2013), indicaron que las

49



propiedades en la secuencia de los genes nox en hongos difieren de los de humanos y plantas,

sugiriendo que las diferencias entre las isoformas atin no son del todo conocidas.

Aunque no se tiene evidencia de la interaccion directa entre las proteinas Plsl y Nox2 , se plantea
que Pls1 podria suplir el papel de la proteina adaptadora p22° "% on su asociacion con Nox2/B en
hongos (Lacaze et al., 2014). En relacion a esto, alineamientos de la secuencia de SmPro41 de
Sordaria mocrospora, un ortdlogo de NoxD en P. anserina, y de PaPls1 mostr6 una identidad del
95.7 % y un 55% respectivamente, con el genoma de 7. atroviride (datos no mostrados).
Indicando que cabe la posibilidad de que en 7. atroviride se encuentre alguna (s) proteina(s)
funcional (es), que puedan asociarse al complejo Nox 1/2, lo que afiadiria nuevos componentes
en el complejo de las NADPH oxidasas de T. atroviride. Lo antes descrito podria explicar los
funciones especificas observadas en Noxl y Nox2 en hongos, aunque ambas subunidades

cataliticas probablemente estdn dotadas con idéntica actividad enzimatica (Lacaze et al., 2014).

En relacion a la interaccion de las mutantes en los genes nox con A. thaliana, encontramos que
las tres mutantes fallan en el establecimiento de la simbiosis, el fenotipo mas drastico se observa
en AnoxR, cuyo dafio a las plantas se observo antes del contacto de las hifas con la raiz. Las
raices en interaccion con AnoxR presentaron pérdida en su arquitectura tipica y también la
pérdida de identidad del centro quiescente.

En raiz, la proteina PIN1 controla el eflujo de auxinas en la estela, pero también su localizacion
correlaciona con la regulacion del gravitropismo (Xi et al., 2016), mientras PIN2 controla el flujo
de auxina desde el cortex (Jia et al., 2015); PIN3 se localiza en células de la columnela, en
células vasculares y periciclo, su reubicacion también ha sido descrita en respuesta al estimulo de
la gravedad, (Friml et al., 2002 en Benkova et al, 2003), por ultimo PIN7 se expresa en la
membrana basal y lateral de células vasculares y coincide con PIN3 en la columnela.

La disminucion de los niveles de PINI, PIN2 y PIN7 correlaciona con la reduccion en la
expresion del marcador de respuesta a auxina DRS5:GFP en raices en interaccion con las
mutantes. En AnoxR, se observa un efecto aditivo, mientras la presencia de nox/ compensaria la
ausencia de nox2 y viceversa, la ausencia de noxR resulta en la inhibicién en la presencia y/o

tranporte de auxinas en raiz.
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Evidencias previas indican que en bacterias fitopatdgenas, hongos fitopatégenos del género
Colletotrichum, asi como en rizobacterias promotoras de crecimiento de plantas, la aplicacion
exdgena de auxinas producidas por el microorganismo, potencian la susceptibilidad de las plantas
a los fitopatogenos, asi como también la represion de la sefalizacion de auxina es parte del
sistema de defensa de las plantas contra bacterias fitopatdgenas (Spaepen & Vanderleyden,
2010). De este modo, las auxinas funcionan como un efectores que desencadenan susceptibilidad
e inmunidad mediada por PAMPs. Las plantas reconocen MAMPSs o PAMPs dependiendo del si
se trata de organismos biotroficos o necrotroficos. Como muchas bacterias fitopatogenas
producen IAA, se ha especulado que es parte de su estrategia para eludir las defensas de las
plantas, pero esto también podria aplicar a microorganismo promotores de crecimiento, sin
embargo qué determina la direccién hacia fitopatogénesis o fitoestimulacion es otra pregunta

fascinante (Spaepen & Vanderleyden, 2010).

En AnoxR, el gen codificante para una Piruvato decarboxilasa/indolpiruvato decarboxilasa no se
encontro reprimido como en la silvestre, lo que apoya la hipotesis de un aumento en la sintesis de
IAA1d, cuya presencia podria ser la sefal y cuyo efecto seria la represion o disminucion de
auxinas en Arabidopsis, y de este modo inducir su sistema defensa mediado por AJ/ET y AS.
También se ha postulado que la presencia de IAA en heridas de planta puede servir como sefal
para levaduras y hongos para percibir y adaptarse al ambiente de la planta (Prusty et al., 2004 en
Spaepen & Vanderleyden, 2010 ) de ahi que quizd como medio de defensa A. thaliana inhiba la

presencia de auxina que se observo en raiz.

Cabe resaltar que el papel de los transportadores PIN1, PIN2 y PIN7 no es del todo claro, ya que
como se observo, éstos se ven alterados principalmente en Anox! y AnoxR. La alteracion en la
expresion de PIN1, PIN2, y PIN7 pede indicar que estas proteinas estén mediando una respuesta

al estimulo provocado por AnoxR, mas que al eflujo de auxina y al gravitropismo.

También se observo que, en presencia de Anmox/ y AnoxR, la arquitectura de la raiz era
severamente afectada, y en presencia de AnoxR se perdia la identididad del QC en la raiz
principal. Parte de la explicacion al fenotipo observado lo podamos encontrar en lo reportado por

Zhang et al., (2015), donde mostraron que la proteina ROW1 (REPRESOR OF WUSCHELL1) es
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requerida para mantener la identidad del QC y el desarrollo del nicho de células madre. En las
mutantes row-1-3 observaron defectos severos en la arquitectura de la raiz y la pérdida de
respuesta al gravitropismo y, esta pérdida de gravitropismo fue independiente de la sefializacion
de auxinas. Asi mismo, la pérdida de la arquitectura tipica de la raiz también fue reportada
Arabidopsis en condiciones limitantes de P, donde la disminucion de la actividad mitética en el
meristemo de raiz primaria se correlaciona con la disminucion en la respuesta a auxinas y el
subsecuente agotamiento del meristemo (Sanchez-Calderén, 2016). Probablemente los
metabolitos producidos por AnoxR se encuentren participando en alguna via de sefializacion de

auxinas ya sea inhibiendo su biosintesis y/o reprimiendo genes inducibles por auxinas.

El analisis transcriptomico mostr6 que, cuando comparamos la silvestre creciendo en ausencia del
huésped (WT_C) con las condiciones antes de contacto e interaccion (WT S y WT I),
encontramos mas genes que se reprimen que inducidos. Esto podria tener sentido desde que se ha
descrito que 7. atroviride es capaz se percibir la presencia de su huésped desde la distancia (Seidl
et al, 2009) y podria reprimir una serie de genes que se expresan constitutivamente en
crecimiento vegetativo, mismos que a su vez codifican para la biosintesis de metabolitos
secundarios y enzimas liticas, iniciando de este modo un proceso de comunicacion que lleve al

establecimiento de la simbiosis.

En este sentido, observamos que en las condiciones en interaccion vs antes del contacto de la
silvestre (WT 1 vs WT_S), se inducen genes relacionados a proteolisis, quiza esto se debe a una
forma defensa contra los metabolitos liberados por 4. thaliana, pero de igual forma, los péptidos
generados por la actividad proteolitica, podrian funcionar como sefiales que puedan mediar un
didlogo molecular 7. atroviride — A. thaliana. Asi mismo, en la condicion AnoxR antes del
contacto vs control (NR_S vs NR C) se reprimen mas genes (89) comparado con los que se
inducen (55), quiza se reprimen genes que se expresan constitutivamente en la mutante, pero en
AnoxR en interaccion se observan mas genes inducidos con respecto al control y a la condicion
sin interaccion, lo que podria significar que AnoxR es capaz de percibir la presencia de A.
thaliana. Sin embargo el nimero de genes que responden en la cepa silvestre es mucho mayor
que en la mutante, lo cual podria indicar que AnoxR préacticamente no puede responder a la

presencia de la planta, si bien la percibe.
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En base a los transcriptomas se sugiere que los procesos bioldgicos afectados en la mutante son
los relacionados a transporte transmembrana y de un solo organismo, organizacion de
componentes celulares y principalmente procesos de metabolismo, de entre ellos encontramos
metabolismo de carbohidratos, protedlisis, oxido-reducciéon y metabolismo del compuesto
glicosil. Los genes relacionados a estas categorias, en su mayoria se encontraban reprimidos en la
silvestre, no asi en AnoxR, donde se observd un comportamiento opuesto. Cambios metabolicos
ya habian sido descritos antes en células tumorales, donde la funcién regulatoria de Nox1 en
tumores hepaticos fue sefialada por Bertram et al. (2015), donde se encontrd que controla varias
proteinas relevantes para la regulacion del metabolismo de la glucosa, y también para la sintesis

de lipidos y nucleotidos.

Genes que codifican para las proteasas, peptidasa G1/eqolisin y Crotonasa o enoil-CoA hidratasa
podrian estar involucrados en la nutricion de la mutante AnoxR. También se ha descrito que las
enzimas glucisido hidrolasas (GHs), liasas de polisacaridos (PLs) y carbohidrato esterasas (CEs)
son, en su mayoria, enzimas secretadas, adaptadas a la exploracion de la gran diversidad de
carbohidratos presentes en el entorno exterior, como fuente de nutrientes (O'Connell ef al., 2012).
Los genes Glucosido hidrolasa, y quitinasa participan en procesos de metabolismo de
carbohidratos. Las quitinasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de uniones de la beta-1,4-N-
acetil-D-glucosamina (o N-acetilglucosamina) en los polimeros de quitina. (EMBL-EBI, 2016).
La N-acetilglucosamina interviene en el reconocimiento celular, la adhesion celular y en la
recepcion de senales quimicas. El segundo gen Glucosido hidrolasa, que posee dominio de union
a celulosa (CBD) en el modulo de union a carbohidratos de la familia 1 (CBM1), tienen la

funcion de conversion de celulosa a glucosa para la obtencion de energia.

Interesantemente, Atanasova et al., (2013) reportd que en eventos de micoparisitismo contra R.
solani, T. atroviride reprime fuertemente genes de celulasas y hemicelulasas, parte de la
interpretacion que ellos le dieron a este comportamiento fue que 7. atroviride, al detectar una
presa potencial cambia la expresion de sus genes hacia un ataque, sin embargo en interaccion con

A. thaliana, la mutante AnoxR no reprime estos dos genes que codifican para glucosido
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hidrolasas, cuya funcién en hongos saprofitos es la conversion de celulosa a glucosa. Lo que

sugiere que AnoxR esta utilizando a A. thaliana como una fuente para lo obtencion de glucosa.

Otro gen que participa en procesos de metabolismo es el que codifica para Acetil-CoA sintetasa-
tipo/AMP-dependendiente sintetasa/ligasa, el cual no se vio reprimido en la mutante AnoxR en
interaccion con la planta. La funcién comun de la sintetasa es producir acetil-CoA, que una vez
formado, puede ser usado en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, en la respiracion aerobia para
producir energia, aunque también puede ser usado para la sintesis de acidos grasos. También se
observé un gen que codifica para una O-metiltransferasa, COMT. En plantas estas enzimas estan
involucradas en la biosintesis de lignina, sin embargo en hongos como Phanerochaete
chrysospovium, se han descrito la presencia de dos O-metiltransferasas, una de ellas la 4-O-
metiltransferase, se sugiere puede estar implicada en el catabolismo de productos de degradacion
de lignina (Coulter et al., 1993) hacia componentes que puedan ser utilizados en su metabolismo,
y la segunda, 3-O-metiltransferasa se sugiere tiene un papel en el metabolismo secundario. La
lignina es el tercer componente principal de la pared celular en plantas, los otros dos son celulosa
y hemicelulosa. La induccioén de genes que degradan celulosa y lignina sugiere que AnoxR esta
actuando utilizando estos polimeros como fuente para la obtencion de glucosa partir de su

degradacion.

Genes que participan en procesos de oxidacion y reduccion como alcohol deshidrogenasa GroES
like, no se vieron reprimidos en AnoxR. El piruvato, NADH y ATP son productos de la glicolisis.
Bajo condiciones anaerobias, el piruvato experimenta fermentacion para oxidar NADH a NAD+,
para que la glicdlisis pueda continuar. En la fermentacion alcohodlica, que ocurre en algunas
levaduras, el primer paso involucra la enzima piruvato descarboxilasa. El piruvato es
decarboxilado a acetaldehido. Este acetaldehido experimenta una reaccion catalizada por la
enzima alcohol deshidrogenasa para producir etanol, este es el paso en el cual el NAD+ es

restaurado (Proteopedia.org, 2016). El NAD+ est4 implicado en procesos de 6xido-reduccion.

Por su parte la familia de proteinas alfa/beta hidrolasas ha llegado a ser rapidamente uno de los
mayores grupos de enzimas estructuralmente relacionados con diversas funciones cataliticas. Esta
enzimas poseen una triada catalitica Nucleofilo-His-Acido para operar en diferentes sustratos con
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diferentes composiciones, propiedades fisicoquimicas en varios contextos biologicos (Holmquist,

2000) por lo que su funcion en la interaccion aqui descrita no es del todo clara.

También es importante resaltar que la evidencia experimental ha establecido que el flujo de ERO
y la regulacion redox juegan un papel importante en muchos procesos bioldgicos (Finkel, 2011
en Mu et al., 2013) La actividad transferasa en leucocitos TNF activados se ve reducida por la
inhibicion de NOX. Esto sugiere un rol para la regulacion redox de glicoformas de proteinas de
membrana; la pérdida de glicoforma de proteina nativa puede ser activada directamente por dafio
oxidativo o por la via de regulacion redox en la sintesis de oligosacaridos, pero
independientemente de la causa, la funcion proteica es usualmente afectada por la alteracion de la

glicoforma (Tarr et al.,2012).

Recientemente, estudios realizados en tumores hepaticos por Bertram et al. (2015) identificaron
17 proteinas, las cuales fueron dependientes de los niveles de expresion de NOX1. Varias de ellas
participan en el metabolismo de glucosa, glutamina, lipidos y acidos nucleicos, lo que sugiere un
posible rol de Noxl en el remodelamiento metabdlico, tal como se observo también en el

presente trabajo.

Trichoderma atroviride y T. virens han sido descritos como microorganismos promotores de
crecimiento en plantas (Contreras—Cornejo ef al., 2014), sin embargo un comportamiento opuesto
fue observado en las tres mutantes de los genes nox, aunando a esto la incapacidad de las cepas
mutantes de asociarse con la raices de 4. thaliana indican que se requiere de los tres genes para

establecer y/o mantener el estatus de la simbiosis.

Es importante resaltar que el comportamiento de los genes compartidos indica que, mientras la
cepa silvestre reprime estos genes segun la condicion, probablemente en beneficio de la
simbiosis, esto no ocurre en la mutante AnoxR en interaccion con la planta, lo que podria indicar
es capaz de percibir a 4. thalina pero no de responder a ésta, ya que como resultado se obtiene

que la respuesta es opuesta a la simbiosis que exhibe la silvestre.
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Los genes expresados en la mutante AnoxR y que no se expresan en la cepa silvestre antes del
contacto pertenecen en su mayoria a catabolismo, el papel de estos genes es en relacion a la
obtencion de nutrientes por medio de proteasas, enzimas que degradan celulosa y lignina de la
planta, similar al comportamiento observado en hongos fitopatdégenos. Ejemplo de ello es que en
C. graminicola dos genes que codifican para las enzimas alcohol deshidrogenasa tipo-GroES
(GLRG 09714 y GLRG_05664) se encuentra fuertemente inducidos en la fase necrotrofica de la
interaccion. En C. higginsianum dos glucésido hidrolasas (CH063 13750 y GH063 10359) son
fuertemente inducidas en la fase biotrofica. En T. atroviride se observd que genes que codifican
glucosido hidrolasas y una alcohol deshidrogensa en la silvestre se encontraban reprimidos, en la
mutante AnoxR no lo estan, lo que en podria significar que el comportamiento en AnoxR podria

ser mas cercano al de un hongo fitopatégeno.

En T. atroviride la mutante AnoxR recapitula los fenotipos de Anox! y Anox2, lo que significa
que Noxl y Nox2 no funcionan independientemente de NoxR. Asi mismo, evidencia de la
localizacion de NoxR durante la formacion de la punta de la hifa y/o fusion de hifas en P.
anserina resulta sumamente interesante, ya que sugiere que en este proceso NoxR podria actuar
independientemente de Noxl; de igual forma la acumulacion de PaNoxl en el reticulo
endoplasmatico sugiere que podria tener un papel en este organelo independiente de PaNoxD y

PaNoxR (Lacaze et al., 2014).

Aun no se conoce cual es el papel que tiene cada isoforma de Nox en la interaccion 7. atroviride-
planta, pero en todos los hongos Nox1 y Nox 2 tienen claramente funciones distintas. De igual
manera, aun es desconocido qué es lo que da especificidad en funcién a estas dos subunidades
cataliticas (Lacaze et al., 2014). NoxR funciona como switch que va de la interaccion simbidtica
a una antagonica. Algo similar a lo que se encontrd en E. festucae, donde la ausencia de las

NADPH oxidasas provoca la ruptura de la asociacion mutualista.

En el presente trabajo no se analizd si las mutantes exhibian algiin cambio en la ramificacion y
fusion de sus hifas. Sin embargo, se han reportado evidencias de que Nox regula la ramificacion
de las hifas en hongos como E. festucae y S. sclerotium, asi como en el basidiomiceto G. lucidum

donde las cepas silenciadas en NoxA, NoxB, NoxAB o NoxR mostraron un incremento en la
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ramificacion de las hifas (Mu et al., 2013). En este sentido, en el fitopatdgeno M. oryzae el
trabajo de Ryder et al., (2013) sugiere la existencia de una maquinaria especializada de
penetracion que involucra a Nox1 y Nox2, en un proceso de remodelacion del citoesqueleto, el
cual podria estar conservado en una amplia variedad de ascomicetos. Sin embargo, el papel que
los genes nox pudieran estar desempefiando en la remodelacion del citoesqueleto de 7. atroviride,

no fue explorado y seria interesante hacerlo.

Trichoderma produce compuestos que son reconocidos por las plantas como MAMPs (Hermosa
et al., 2012); sin embargo, los resultado aqui presentados sugieren que 7. atroviride AnoxR
puede estar percibiendo a A. thaliana como un hospedero y una fuente de carbono. Asi mismo, la
induccion temprana de las vias de defensa mediados por AJ/ET y AS por las mutantes nox,
sugiere un cambio de percepcion por parte de la planta y el cambio de comportamiento de la
mutante hacia la patogénesis. Sin embargo, atin queda por explorar la respuesta transcripcional de
la planta a la mutante AnoxR.

También se ha hipotetizado que Nox, al ser una fuente de ERO probablemente puede funcionar
como un sensor de oxigeno, regulando la expresion de genes dependientes de éste (Geiszt et al.,
2000). Una funcion de percepcion que conduciria a la desregulacion de vias de sefalizacion
dependientes de estrés oxidativo en las mutantes y en su incapacidad para inducir, activar, en

incluso reprimir enzimas “scavenger” (Segmiiller et al., 2008).
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CONCLUSIONES

Los genes nox! y noxR son esenciales para el mantenimiento de la habilidad antagonica

de Trichoderma atroviride contra hongos fitopatdgenos.

Los genes nox funcionan como un switch en el establecimiento de la interaccion
simbidtica hacia una antagénica en 7. atroviride. La eliminacion de estos genes provoca

la ruptura de la asociacion simbiotica.

Las mutantes de los genes nox inducen respuestas de defensa tempranas en A. thaliana.

Los cambios observados en la arquitectura de la raiz de A. thaliana, asi como la pérdida
del centro quiescente, se deben principalmente a compuestos metabolicos producidos en

consecuencia de la eliminacion de los genes nox1 y noxR.

Las mutantes de los genes nox de T. atriviride son incapaces de colonizar la raiz de 4.

thaliana.

Los procesos biologicos desregulados en la mutante AnoxR estan principalmente
relacionados a transporte transmembrana y de un solo organismo, organizacion de
componentes celulares y procesos de metabolismo de carbohidratos, protedlisis, oxido-

reduccion y metabolismo del compuesto glicosil.
Genes involucrados en degradacion de celulosa, liginina, proteolisis y de oxido-reduccion

son reprimidos en la silvestre, no asi en AnoxR. Estos son necesarios para la obtencion de

nutrientes.
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XI.  PERSPECTIVAS

Los datos obtenidos en el presente trabajo ayudan a comprender en parte los mecanismos por los
cuales 7. atroviride establece su asociacion con la planta y antagoniza otros hongos. Sin
embargo, también plantea nuevos cuestionamientos. Durante la realizacion de este proyecto se
observd que los genes nox son necesarios para el establecimiento de la simbiosis en 7. atroviride,
sin embargo, el papel biologico que cada isoforma desempefia aun no es identificado, por lo que
es necesario llevar a cabo un escrutinio mas detallado de su papel de la interaccion.

El papel de cada uno de estos genes en el remodelamiento del citoesqueleto no fue explorado, por
lo que conocer el comportamiento de actina y septina en desarrollo en las mutantes seria un

analisis interesante.

La identificacién de nuevos componentes del complejo Nox en otros hongos abre la posibilidad a
explorar si €stos se conservan en 7. atroviride. Para ello es necesario buscar e identificar
ortdlogos en el genoma de 7. atroviride y generar las mutantes que permitan comparar los

fenotipos con los de las mutantes nox.

Numerosos estudios en hongos sugieren un papel en metabolismos por parte de las isoformas
Nox, sin embargo genes que actiian rio arriba o rio debajo de la via de regulacion de estos genes
permanece sin resolver, por lo que encontrar genes candidatos que regulen la expresion de nox,
no es una tarea sencilla. De igual forma identificar genes que se encuentren bajo el control de

nox, permitiria esclarecimiento de las funciones bioldgicas de estos genes en 7. atroviride.

El analisis transcriptomico nos permitié encontrar genes candidatos cuya expresion se ve afectada
por la mutante AnoxR. Sin embargo, ain es necesario que sean validados, ya sea por RT-PCR o

por medio de la generacion de mutantes en 7. atroviride.
Aun falta por conocer la respuesta de A. thaliana a la interaccion con la mutante AnoxR, por lo

que el andlisis del trancriptoma podria ayudar a entender como es que esta mediada esta respuesta

y asi entender mejor la percepcion Trichoderma-planta.
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XIII.  ANEXOS
ANEXO 1
EXTRACCION DE RNA TRIZOL

1.- Se tritura el tejido vegetal en nitrogeno liquido.

2.- Se afiade 1 ml de TRIZOL por cada 100 mg de tejido, en este caso debido a la cantidad de
muestra se uso6 solo 500pl.

3.- Se mezcla por inversion y se deja incubar a temperatura ambiente por 5 minutos.

4.- Se adiciona 1/5 de volumen total de Cloroformo (100 pl).

5.- Se agita en vortex bajo por 15 segundos, se incuba por 2 minutos a temperatura ambiente.

6.- Se centrifuga a 4°C, 15 minutos a 12 000 rpm.

7.- Se transfiere la fase acuosa a un tubo de nuevo estéril y se adiciona un volumen de alcohol
isopropilico para precipitar el RNA.

8.- Se incuba 10 minutos a temperatura ambiente, posterior a esto se centrifuga a 4°C, 15 minutos
a 12 000 rpm.

9.- Se elimina el sobrenadante, se adiciona 500 pl de etanol frio al 75% para lavar la pastilla.

10.- Se centrifuga a 4°C, 5 minutos, 7600 rpm. Se decanta el etanol.

11.- Se adiciona 500 pl de etanol frio al 70%, se centrifuga a 4°C, 5 minutos a 7600 rpm.

12.- Se desecha el sobrenadante y se deja secar las pastilla, para posteriormente disolverla con
H,O DEPC.

ANEXO 2
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Control IMI 206040  Anoxl Anox2 AnoxR

2 dpi

4 dpi

Micrografia confocal de la expresion de pPIN1::PIN1:GFP de 4. thaliana en interaccion con las
mutantes de los genes nox a los 2, 3 y 4 dpi.
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Control  IMI 206040  Anox! Anox2 AnoxR

2 dpi

3 dpi

Micrografia confocal de la expresion de pIN2::PIN2.GFP de A. thaliana en interaccion con las
mutantes de los genes nox a los 2, 3 y 4 dpi.
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Control IMI 206040 Anoxl Anox2 AnoxR

20 ym 20ym
20 um u 20

Micrografia confocal de la expresion de pPIN3::PIN3:GFP de 4. thaliana en interaccion con las
mutantes de los genes nox a los 2, 3 y 4 dpi.
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2 dpi

‘E =] o
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—
20 ym E:

20 um

Micrografia confocal de la expresion de pPIN7::PIN7:GFP de A. thaliana en interaccion con las

mutantes de los genes nox a los 2, 3 y 4 dpi.
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