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1. EL GENERO Trichoderma

El género Trichoderma engloba a un conjunto de especies de hongos
filamentosos imperfectos (Deuteromicetos) que se caracterizan por poseer un rapido
crecimiento, conidios de pigmentacion verdosa y conididforos de estructura mal
definida (Samuels, 1996).

Se consideran Deuteromicetos por carecer de ciclo sexual conocido, aunque
existe una estrecha relacion con géneros pertenecientes al orden Hypocreales, que posee
ciclo sexual. Samuels y colaboradores (2002), identificaron especies pertenecientes al
género Hypocrea como formas anamérficas de Trichoderma. Esta relacion estrecha ha
sido bien estudiada en el caso de H. lixii y T. harzianum (Chaverri et al., 2003), y en el
de H. jecorina con T. reesei (Kuhls et al., 1996). Por tanto, podria decirse que las
especies del género Trichoderma son derivados clonales del género Hypocrea, que han
perdido la capacidad de realizar ciclo sexual.

La primera clasificacion morfolégica se debe a Rifai (1969), aunque
posteriormente se realizaron estudios mas detallados. Hoy en dia, la taxonomia sigue
precisandose dentro de este género. Para ello, se han unido a las técnicas tradicionales
estudios sobre los metabolitos secundarios producidos por Trichoderma (Okuda et al.,
1982); las caracteristicas fisiologicas de este género; los perfiles de las isoenzimas que
produce (Leuchtmann et al., 1996); y los datos moleculares obtenidos, como las
secuencias obtenidas a partir de las ITS rDNA (internal transcribed spacers ribosomal
DNA) y las técnicas de “finger-printing” (Fujimori y Okuda, 1994; Kuhls et al., 1997)
desarrolladas, entre otras.

En cuanto a la morfologia, el micelio de Trichoderma esta constituido por hifas
generalmente ramificadas, divididas en su interior por septos con poros. Las células
contienen miltiples niicleos, que se hallan dispersos en el citoplasma, si la hifa es joven,
o formando grupos en el caso contrario, debido a la existencia de miltiples vacuolas en
el interior de ésta (Harman et al., 1993).

Respecto al genoma de Trichoderma, es relativamente pequefio y con un tamafio
estimado de 31-39 Mb. El niimero de cromosomas oscila entre 3 y 7 (Méntyld et al.,
1992; Herrera-Estrella et al., 1993), dindose con frecuencia el fendmeno de
polimorfismo. Parece ser que la variacion en el tamafio y nimero de los cromosomas, €s
comin en aquellos hongos que se reproducen asexualmente y podria deberse a
mutaciones o fendmenos de integracion inducidos por situaciones de estrés, como
choque térmico o carencia de nutrientes (Gémez et al., 1997).

Con relacion al ciclo de vida, el microorganismo crece y se ramifica
desarrollando hifas de 5 a 10 pm de didmetro. El fendmeno de esporulacién, en este
caso asexual, genera abundantes conidios unicelulares, de un didmetro aproximado entre
3-5 um y generalmente de color verde. Las esporas se situan sobre estructuras muy
ramificadas denominadas conidi6foros, que a su vez descansan sobre células llamadas
fialidas. También se generan otro tipo de propagulos intercalados en el micelio, en
condiciones nutricionales adversas o de desecacién. Estos ultimos, llamados
clamidosporas, suelen ser unicelulares aunque pueden llegar a fusionarse entre si (Lewis
& Papavizas, 1984).

En cuanto a su ecologia, el género Trichoderma es caracteristico del suelo y es
capaz de utilizar diversos sustratos, de crecer rapidamente e incluso de resistir a
productos quimicos nocivos. Su distribucién abarca numerosas zonas geograficas, las
cepas han sido aisladas de ecosistemas tan distintos como bosques, areas agricolas,
desiertos, jardines, marismas y playas, entre muchos otros (Danielson & Davey, 1973,
Roiger et al., 1991). Su desarrollo se ve favorecido en suelos acidos, siendo el
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crecimiento menos efectivo en sustratos neutros o basicos. Aunque la temperatura y la
humedad son factores criticos para su germinacidon, en realidad los nutrientes
constituyen el factor limitante para la germinacién de los propagulos. Los miembros del
género Trichoderma suelen ser dominantes en la comunidad fungica del suelo y se
consideran generalmente como descomponedores de biomasa o sapréfitos, lo cual
contribuye a mejorar la fertilidad del terreno. Ademas incluyen especies parasitas de
otros hongos, como ocurre en el caso del champifién, dafiado por la accién de T.
aggressivum (Samuels et al., 2002), que genera importantes pérdidas en Europa y
Norteamérica.

Respecto a la nutricion, las especies del género Trichoderma poseen la
capacidad de degradar una amplia variedad de polisacaridos, como la hemicelulosa y la
celulosa; y, del mismo modo, polimeros relacionados como la quitina. Dentro de las
fuentes de carbono asimilables, se consideran éptimas la glucosa, la fructosa, la manosa,
la galactosa, la trealosa, la xilosa y la celobiosa. No obstante, las especies de
Trichoderma, generalmente, son incapaces de utilizar el metanol, el etanol y el 4cido
lactico como fuentes de carbono. Sustratos como la lactosa, la maltosa y el almidén, se
utilizan dependiendo de la especie. (Kubicek-Pranz, 1998). En cuanto al nitrégeno, el
amonio normalmente es mejor fuente que el nitrato, ya que existen especies que carecen
de nitrato permeasa (Kubicek, datos no publicados). Ademas, la capacidad de
metabolizar peptona, alanina, aspartico, glutamico, y determinadas bases nitrogenadas,
como las purinas, le permite obtener nitrégeno a partir de otros recursos.

En cuanto a las posibles aplicaciones, dentro del género Trichoderma, hay
especies muy utiles para la produccidn industrial de enzimas y para el control bioldgico,
como es el caso de la cepa utilizada en el presente trabajo: 7. harzianum CECT 2413.
En la aplicacién primera, destaca T. reesei, cuyas enzimas se utilizan en la industria
textil, en la alimenticia y en la del papel. Las enzimas de mayor aplicacién obtenidas a
partir de este microorganismo son las celulasas, utiles para la sacarificacién del material
celuldsico, la maceracion de tejidos vegetales y la consiguiente obtencién de zumo de
frutas y aromas, la mejora en la manufactura del vino y del aceite de oliva, el
tratamiento de la tela vaquera (lavado a la piedra) e incluso la mejora de la apariencia de
las prendas, afiadiendo el preparado enzimatico al detergente, entre otras aplicaciones
(Galante et al., 1998). Por otra parte, el género Trichoderma se utiliza como factoria de
proteinas heterdlogas; principalmente T. reesei, gracias a su enorme capacidad
secretora. De esta manera se ha obtenido interleucina-6 de mamiferos e incluso
anticuerpos de cadena sencilla procedentes de raton (Penttild, 1998).

El uso industrial de Trichoderma comenzd en los afios 80, con mutantes
superproductores de celulasas. En un principio, se mejoré el rendimiento de la
produccién proteica modificando los parametros del cultivo. La mutagénesis clasica,
mediante rayos X, rayos UVA, mutagenos quimicos, etc., permitié aislar y seleccionar
aquellos mutantes que, tras el escrutinio pertinente, mostraban una mayor capacidad
secretora. Posteriormente, mediante recombinacion asexual (parasexual), se consiguid
incrementar la produccién enzimatica; la fusion de protoplastos permiti6é obtener cepas
superproductoras de celulasas. Actualmente, la mejora se realiza mediante ingenieria
genética (Mach & Zeilinger, 2003). Se han conseguido asi rendimientos de hasta
decenas de gramos de proteina homodloga o heterdloga por litro. La obtencién de
recombinantes estables se consigue gracias a la integracion en el genoma del DNA con
el que se transforma. Normalmente, los transformantes no difieren significativamente de
la cepa silvestre, si bien a veces presentan un porcentaje de ramificaciéon mayor en las
hifas. Con respecto a la mutacion tradicional, el uso de vectores de expresién para la
obtencion de transformantes supone un avance; pues permite acotar la produccién de
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proteina, consiguiendo por tanto, perfiles proteicos mas concretos (Méntyld er al.,
1998).

2. EL GENERO Trichoderma COMO AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO

Desde hace mas de 70 afios, se ha investigado el papel de numerosas cepas de
Trichoderma como agentes de control bioldgico (Samuels, 1996), aunque solo
recientemente se han comercializado algunas de ellas. En este comercio ha influido la
preocupacién social acerca de los efectos medioambientales originados por el uso de
pesticidas quimicos.

El control bioldgico ejercido por este género abarca aspectos diferentes: por una
parte, existe una interaccién con especies fitopatdgenas, reduciendo su presencia y por
tanto el dafio que ocasionan; por otra, puede existir una interaccion con la planta que
potencie su crecimiento y active sus sistemas de defensa (Ousley et al., 1993). Las
interacciones que ocurren entre Trichoderma y otros microorganismos son complejas,
en ellas intervienen la competicién por los nutrientes, la accién de enzimas liticas, la
antibiosis, la simbiosis y la fungistasis. Principalmente, las cepas relacionadas con el
biocontrol son micoparasitas, aunque también se han descrito especies que parasitan
nematodos como Meloidogyne javanica (Parveen et al., 1993), por lo que pueden
utilizarse de igual modo para el control de enfermedades.

Como se menciond anteriormente, la caracterizacién genética del género esta
todavia incompleta y su clasificacion morfolégica es insuficiente; pero cuenta con
caracteristicas que lo convierten en un candidato atractivo para su aplicacién en el
control bioldgico. Por una parte, posee una gran capacidad de adaptacién ecoldgica,
como refleja su amplia distribucién medioambiental (Roiger ef al., 1991); y por otra, su
cultivo resulta facil y factible sobre sustratos econémicos.

Las especies de Trichoderma que se utilizan normalmente para el control
biolégico, no se incluyen en el género Hypocrea (Ascomicetos), por lo que son especies
que generan s6lo esporas asexuales. La clasificacion taxonoémica tradicional, basada en
las diferencias morfoldgicas y principalmente en las correspondientes a las estructuras
asexuales de esporulacién, ha sido revisada y completada actualmente con técnicas
moleculares (Harman, 2000). Asi pues, las especies pertenecientes a 7. harzianum Rifai
(Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae), que constituyen las cepas implicadas en
control bioldgico, se han clasificado de la siguiente manera (Hermosa et al., 2000): T.
harzianum s. str., T. inhamatum, T. longibrachiatum, T. atroviride y T. asperellum.

2.1. INTERACCIONES CON OTROS HONGOS

Las cepas de Trichoderma consideradas como agentes potenciales de control,
ejercen su accion frente a un amplio abanico de fitopatogenos, entre ellos hallamos los
géneros: Armillaria, Botrytis, Chondrostereum, Colletotrichum, Dematophora,
Diaporthe,  Endothia, Fulvia, Fusarium, Fusicladium, Helminthosporium,
Macrophomina,  Monilia,  Nectria, =~ Phoma,  Phytophthora,  Plasmopara,
Pseudoperonospora, Pythium, Rhizoctonia, Rhizopus, Sclerotinia, Sclerotium, Venturia,
Verticillium, y hongos de la podredumbre de la madera (Grondona et al., 1997; Monte,
2001).

Las especies implicadas en el biocontrol, parasitan activamente a los hongos
fitopatdgenos, por ello se dice que son antagonistas. Un antagonista ideal controlaria a
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todos los patégenos de plantas, pero no afectaria negativamente al resto de especies
saprofitas y a las micorrizas del ecosistema. Se han realizado estudios en los que se
demuestra que la interferencia generada por Trichoderma sobre los microorganismos
generadores de micorrizas, difiere seguin la especie utilizada (de Boer et al., 2003). En el
caso de la formacion de micorriza por Glomus mosseae, se ha demostrado que T.
aureoviride promueve la formacidén; mientras que 7. harzianum afecta de forma
negativa, quizas por la induccion de la sintesis de fitoalexinas en la raiz de la planta
(Wyss et al., 1992).

El antagonismo comprende fundamentalmente tres mecanismos: antibiosis,
micoparasitismo y competicion. No son mutuamente excluyentes, ya que estudios
recientes han demostrado que determinados antibidticos y enzimas hidroliticas
producidos por el microorganismo, pueden actuar sinérgicamente (Di Pietro et al.,
1993; Fogliano et al., 2002; Woo et al., 2002).

2.1.1. Antibiosis

Este término se refiere a la produccion de por Trichoderma de metabolitos
secundarios volatiles y no volatiles, algunos de los cuales inhiben el crecimiento de
otros microorganismos, aunque no estén en contacto. El medio influye cuantitativa y
cualitativamente en la produccién de las sustancias inhibitorias o antibidticos.
Inicialmente, por la confusién taxondémica existente entre los géneros Trichoderma y
Gliocladium, no se determinaron claramente los antibidticos producidos por cada uno
de ellos. La primera caracterizacion de estos compuestos en Trichoderma fue descrita
por Dennis & Webster (1971). Posteriormente se realizaron clasificaciones mas
especificas, como la referida a los inhibidores volatiles generados por la especie T.
virens (Maiti er al., 1991). Los antibiéticos pueden actuar de forma sinérgica con
enzimas hidroliticas de pared celular (Cell Wall Degrading Enzymes, CWDE)
producidas por el microorganismo, potenciando su efecto antagénico (Di Pietro et al.,
1993; Schrimbock ef al., 1994; Lorito et al., 1996).

2.1.2. Micoparasitismo

Se define como el ataque directo de un hongo sobre otro (Chet, 1987). En el
caso de Trichoderma spp, en la interaccion directa con el hongo parasitado se
distinguen cuatro fases (Chet, 1990): (a) Crecimiento quimiotactico, donde el hongo
antagonista es atraido por un estimulo quimico generado por el organismo diana,
dandose una ramificacion atipica hacia el huésped. (b) Reconocimiento especifico, que
puede ser fisico o quimico, en el que estan implicadas interacciones hidrofébicas entre
moléculas complementarias de ambas paredes celulares. En el caso de T. harzianum y
R. solani, se ha demostrado que el reconocimiento estd mediado por una interaccién
lectina-carbohidrato (Elad et al., 1983). (c) Adhesiéon al hospedador mediante la
formacién de estructuras en forma de gancho y/o apresorios (Elad et al., 1983), y
posterior enrollamiento alrededor de sus hifas. (d) Lisis celular, donde la pared celular
del hongo parasitado se degrada por la accién de enzimas, principalmente quitinasas,
proteasas y glucanasas, producidas por el hongo antagonista, el cual termina
introduciéndose por los orificios generados para aprovechar el contenido intracelular
(Elad et al., 1982; Elad et al., 1984; Geremia et al., 1993).



Introduccion General

2.1.3. Competicion

Como organismo saprofito, Trichoderma esta adaptado bioldgicamente para
colonizar sustratos que le proporcionen nutrientes y, en ausencia de estos, para
permanecer en estado quiescente en forma de conidios o clamidosporas. De este modo,
existe una competencia activa por los recursos con el resto de los microorganismos que
componen el ecosistema. En el caso de Botrytis y Sclerotinia spp, por ejemplo, existe
una competencia directa por tejidos necrosados o senescentes que sirven de fuente
nutritiva. Los patdgenos aprovechan la existencia de tejido muerto en la planta para, a
partir de éstos, invadir los tejidos sanos. Se han descrito casos donde la aplicacién de
Trichoderma ha inhibido el desarrollo de otros patdgenos por colonizacién competitiva
(Dubos et al., 1987).

Por otra parte, la competicion puede darse por exudados vegetales, que en
algunos casos se han descrito como estimuladores de la germinacion de esporas; y por
las heridas que se produzcan en la planta, pues constituyen lugares de entrada para el
hongo, asi como puntos de liberacion de nutrientes (Harman & Nelson, 1994).

2.2. INTERACCIONES CON PLANTAS

Los microorganismos que crecen cercanos a las raices de las plantas pueden
influir en el crecimiento y desarrollo de éstas. Tal es el caso, por ejemplo, de las
micorrizas, que son hongos que promueven el crecimiento vegetal en numerosas
especies, gracias a que facilitan la toma de agua y nutrientes del medio, debido a la
colonizacién simbidtica de sus raices (Reid, 1990). La interaccién Trichoderma-planta
es mas compleja en presencia de endomicorrizas simbioticas.

La interaccion de Trichoderma con las plantas puede resultar beneficiosa o
perjudicial (Bailey & Lumsden, 1998).

2.2.1. Efectos negativos sobre el crecimiento

La inhibicién del crecimiento vegetal, puede ser debida a la produccion de
compuestos fitotoxicos, como la gliotoxina y la viridina, por parte de Trichoderma.
Ambos han sido descritos como inhibidores de la germinacién y del crecimiento.
Generalmente actiian mejor a bajo pH, quizas porque presentan mayor estabilidad. Otro
de los compuestos generados es el viridiol, un dihidroderivado de la viridina, que resulta
toxico para un amplio abanico de especies vegetales.

Por otra parte, se han descrito enfermedades causadas por Trichoderma en
determinadas especies vegetales; entendiendo por enfermedad, cualquier alteracién que
interfiera en su estructura normal, su funcién o su valor econémico (Agrios, 1988).
Determinados aislados de T. viride han sido descritos como daiiinos para la alfalfa, por
estimular adema4s la patogenicidad de otros hongos. También en el caso de T. viride se
ha descrito un aislado que resulté ser patégeno leve en cultivos hidropénicos de
calabaza, pimiento y tomate; entendiéndose como patogeno leve aquel saprofito o
parasito que dafia sélo las células meristematicas o corticales, y que vive en el suelo
como microorganismo saprofito, en forma de esclerocios o de esporas.
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2.2.2. Efectos positivos sobre el crecimiento

A diferencia de lo mencionado anteriormente, se observd que Trichoderma
podia promover el crecimiento de las plantas. Aunque los primeros estudios realizados
in vitro demostraron que favorecia la germinacién, aceleraba la floracion e
incrementaba el peso fresco en especies como el pimiento y el crisantemo, la ausencia
de los patégenos de la rizosfera en los ensayos, no permitia concluir definitivamente la
existencia de un efecto beneficioso para la planta. No obstante, con posterioridad, se
realizaron ensayos donde las condiciones se asemejaban bastante a las existentes en la
naturaleza. En 1989, Harman observé en ensayos de campo que el aislado de T.
harzianum T12 generaba un efecto positivo sobre el maiz al incrementar su peso seco,
incluso en presencia del patogeno Pythium ultimum. Por otra parte, se ha propuesto que
Trichoderma interviene asimismo en la solubilizacién de fosfatos y micronutrientes del
suelo, beneficiando el crecimiento de la especie vegetal (Altomare et al., 1989).

Ademas, la competencia por la rizosfera cjercida por Trichoderma, puede
desplazar a otros organismos dafiinos para la especie vegetal (Harman, 1992). Aunque
la mayoria de las especies del género tienen una capacidad limitada para colonizar la
rizosfera (Papavizas, 1985), se han aislado algunas cepas con cierta habilidad para ello
(Sivan & Chet, 1989). No obstante, se han fusionado estirpes distintas que han
originado otras nuevas con mayor capacidad colonizadora que las cepas parentales
(Harman et al., 1989)

Es importante discernir si el efecto positivo que ejerce Trichoderma es indirecto,
debido a la accion que ejerce sobre los patdgenos del suelo, o si por el contrario, es
directo sobre la planta. Un efecto indirecto es el descrito anteriormente sobre las
especies del género Phytium, patégenos minoritarios del suelo (Harman et al., 1989).

En cuanto a las acciones directas sobre el material vegetal, se han realizado
estudios que demuestran que Trichoderma limita y elimina los dafios producidos por la
presencia de un estrés oxidativo, al reducir la presencia de formas activas de oxigeno y
consecuentemente los niveles de enzimas antioxidativas (catalasa, superéxido dismutasa
y peroxidasa) en el tejido (Lapsker & Elad, 2000). Por otra parte, se ha demostrado que
ciertas especies de este género promueven la resistencia inducida en la planta con la
que interacciona, al activar sus sistemas de defensa. Esto ocurre gracias a la liberacién
de moléculas que pueden proceder del patégeno o bien surgir a raiz del contacto entre
ambos (Boller, 1989). Tal es el caso del aislado T. harzianum T39, que reduce la
enfermedad producida por B. cirenea en la hoja de judia al inhibir la enzima pectolitica
del patégeno (Zimand et al., 1996); los oligogalacturénidos acumulados debido a la
reduccién en la actividad poligalacturonasa, podrian actuar como elicitores del sistema.

Por otro lado, también se ha descrito que la xilanasa de 22 kDa producida por T.
viride, T. hamatum y T. virens induce de igual modo los sistemas de defensa en la
especie N. tabaccum var Xathi (Sharon et al., 1993). Entre los mecanismos activados
esta la sintesis de etileno (Fuchs et al., 1989), la sintesis de proteinas en respuesta a
patégeno o proteinas PR (Lotan & Flurh, 1990) y la canalizacién de iones K*, H' y Ca®*
(Bailey et al., 1992). En este caso no parece que la xilanasa active el sistema de defensa
por su funcién enzimatica en si, sino por su interacciéon con receptores de membrana,
existentes en el tejido vegetal (Sharon et al., 1993).

La capacidad que posee el género Trichoderma de colonizar la rizosfera y el
tejido cortical de las raices, junto con la de producir compuestos que estimulan la
respuesta de defensa en la plantas, hace que las especies de este género sean excelentes
candidatos para inducir la resistencia a fitopatégenos.
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2.3. USOS POTENCIALES DE Trichoderma EN LA AGRICULTURA

Trichoderma genera tres tipos de propaguloes: hifas, clamidosporas y conidios.
Las hifas son estructuras extremadamente sensibles a la desecacién, por lo que no
resulta biomasa 1til en los ensayos de biocontrol. Las clamidosporas en cambio, son
capaces de sobrevivir en el suelo durante largos periodos (Lewis & Papavizas, 1983).
Sin embargo presentan el inconveniente de que al menos son necesarias 2-3 semanas de
fermentacién para su obtencién y de que sélo en torno al 8% son capaces de germinar.
Por ello, los conidios son los propagulos mas utilizados en los programas de biocontrol
(Elad et al., 1993). La conidiogénesis puede inducirse en Trichoderma alterando los
niveles de nutrientes, principalmente generando déficit de fuente de C. La proporcién
C:N, resulta ser el factor clave en la viabilidad de la espora, obteniéndose los mejores
resultados con una proporcién 14:1 a pH 7.0 (Agosin & Aguilera, 1998).

Otros factores que favorecen y aceleran la produccién de esporas son el choque
nutricional, afiadiendo un azdcar no asimilable, o la variacién en la presion osmotica; la
temperatura, el pH y el tiempo de cultivo y la luz. La aplicacién de un choque térmico al
final del proceso de esporulacién mejora la calidad de los propagulos formados;
probablemente por la acumulacién de trealosa, un disacarido no reductor que protege
especificamente a las proteinas y a las membranas en los estados de desecacién.
Ademas, aumenta la hidrofobicidad de la superficie celular, principalmente por el
cumulo de proteinas del tipo hidrofobinas, que contribuye favorablemente a la
resistencia a la desecacidon (Agosin & Aguilera, 1998).

Una vez demostrada, in vitro, la capacidad de una cepa para ejercer control
biolégico, se procede a estudiar otros factores importantes antes de efectuar ensayos a
gran escala. Esto es, debemos observar si el resultado in vivo es similar, teniendo en
cuenta la tolerancia que presenta ante las condiciones medioambientales, la
especificidad que presenta frente a la comunidad del ecosistema, el tiempo de
permanencia, la compatibilidad con otros productos quimicos afiadidos y la manera de
aplicacion mas efectiva. Actualmente ya se comercializan preparados basados en
aislados de Trichoderma, como Bio-Fungus (Bélgica), que actua frente un amplio rango
de fitopatogenos, TUSAL (Espafia) y Trichoderma 2000 (Israel), entre otros.

Es importante considerar la amplia variedad de enzimas hidroliticas producidas
por Trichoderma, que incluyen endoquitinasas, N-acetil-B-glucosaminidasas, quitin 1,4-
B-quitobiosidasas, proteasas, endo- y exoglucan B-1,3-glucosidasas, endoglucan B-1,6-
glucosidasas, lipasas, xilanasas, mananasas, pectinasas, pectin liasas, amilasas,
fosfolipasas, RNAsas y DNasas (Lorito, 1998). Particularmente utiles para aplicaciones
en el biocontrol, resultan las quitinasas y las glucanasas, por su eficiencia en la
hidrolisis de los polimeros de la pared celular de los hongos fitopatdgenos, inexistentes
en los tejidos vegetales (revisado por Viterbo et al., 2002). Numerosos estudios han
demostrado la capacidad que presentan las enzimas hidroliticas 0 CWDEs purificadas
de Trichoderma, en la inhibicién del crecimiento micelial asi como en la germinacién
de las esporas de fitopatégenos como Rhizoctonia, Fussarium, Alternaria, Ustilago,
Venturia, Pythium, Phytophthora, Colletotrichum, y especialmente Botrytis. Las
CWDEs son inocuas para animales y humanos y serian, por tanto, compuestos
potenciales activos en los fungicidas de nueva generacion (Benitez et al., 1998).

A diferencia de las enzimas vegetales, las quitinasas y las glucanasas de
Trichoderma no so6lo degradan la pared celular inmadura de los extremos de las hifas,
sino que también hidrolizan las estructuras complejas formadas por quitina y glucanos
en las hifas maduras. Por otra parte, también acttian sobre la pared celular de esclerocios
y clamidosporas. Por tanto, reducen la presencia del patégeno y limitan su dispersion.
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La combinacién de enzimas con actividades liticas diferentes puede generar
sinergismo y, por tanto, un incremento en la capacidad antifingica de éstas. El
crecimiento de Botrytis se ve limitado cuando se afiade una mezcla de exoquitinasa y -
1,3-glucanasa, purificadas a partir de 7. harzianum, en cantidades de 1 ppm,
comparables a las dosis efectivas de la mayoria de los fungicidas (Monte, 2001; Mora &
Earle, 2001).

Otro aspecto a considerar es el planteamiento de un control integrado. La
combinacidn de estrategias quimicas y bioldgicas, se ha convertido en la apuesta actual
para incrementar la resistencia frente a los patdgenos. De hecho, el efecto inhibitorio de
los fungicidas quimicos puede potenciarse afiadiendo pequefias cantidades de CWDEs
(10-20 ppm) procedentes de Trichoderma. Este fendémeno se ha descrito
fundamentalmente con fungicidas del tipo azoles, benzimidazoles y pirimidinas. Otro de
los aspectos abordados, ha sido la obtencién de cepas mutantes con mayor resistencia a
los fungicidas para su posterior uso (Ahmad & Baker, 1987; Rey, 1998, Tesis Doctoral).

Otra ventaja a tener en cuenta, es el sinergismo que presentan determinadas
CWDEs de Trichoderma con algunas proteinas relacionadas con la patogénesis de
plantas, como es el caso de las proteinas de respuesta a patéogeno o PR. Esto podria
promover su uso en forma de sprays foliares para potenciar asi de forma natural los
mecanismos de defensa de las plantas.

Pero quizas uno de los aspectos mas importantes, en el planteamiento de los
programas de control bioldgico, sea la consideraciéon del género Trichoderma como
fuente de genes; no soélo para reforzar el efecto del biocontrol ejercido por el propio
microorganismo, sino también para la obtencién de plantas transgénicas en las que se
potencien sus mecanismos de defensa. La expresion transgénica de quitinasas y
glucanasas no afecta a la morfologia, ni al desarrollo de la planta, ni tampoco interfiere
en la formacién de micorrizas, lo que supone una gran ventaja.

En los ultimos afios, numerosos trabajos han descrito el uso de genes de
Trichoderma para la mejora del control bioldgico. La sobreexpresion de algunas de sus
enzimas hidroliticas contribuye a una mejora en el control sobre patégenos como R.
solani, Phytophthora cinnamoni y B. cinerea. Por mutagénesis quimica se ha
conseguido un mutante que produce tres veces mas proteina que la cepa silvestre,
reduciendo el dafio causado por B. cinerea en la uva (Rey et al., 2001). Por otro lado, la
superproduccion en 7. harzianum CECT 2413 de enzimas homdlogas como la quitinasa
CHIT33 (Limoén et al., 1999), la quitinasa CHIT42 (Limén, 1999, Tesis Doctoral), la
glucanasa BGN13.1 (Rincon & Benitez, 2000) y la glucanasa BGN16.2 (Delgado,
2001, Tesis Doctoral), mejoran el antagonismo ejercido por la cepa. La sobreexpresion
de otro tipo de enzima, como la proteasa codificada por el gen prbl de T. harzianum
IMI, potencia asimismo el biocontrol ejercido sobre los fitopatégenos (Flores et al.,
1997). También se ha descrito recientemente, el incremento en la capacidad litica de
cepas de Trichoderma que sobreexpresan una quitinasa (Baek ef al., 1999) y una B-1,4-
glucanasa (Migheli et al., 1998).

Otro aspecto a considerar en el progreso del biocontrol, es la expresion en
plantas de genes que incrementen sus mecanismos de defensa. En la literatura, se
encuentran numerosos casos en los que se aumenta la resistencia a fitopatégenos,
mediante la expresién en el tejido vegetal de transgenes, procedentes de diversos
microorganismos. Asi pues, podemos mencionar la mejora que se realizé en plantas de
patata frente a infecciones bacterianas, al expresar el gen de la lisozima del fago T4
(Ditiring, 1993). También se consiguié incrementar la resistencia del tabaco, frente al
fitopatdgeno P. syringae, al expresar una acetil transferasa de Pseudomonas (de la
Fuente et al., 1992) y una tionina de cebada (Carmona et al., 1993). Por otro lado, se
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logré aumentar la barrera frente a infecciones viricas en tabaco que sobreexpresaba
proteinas defectuosas del virus patégeno, que interaccionaban con la replicacion de este
en la planta y con su desplazamiento por los tejidos vegetales (Baulcombe, 1996). Otro
caso extensamente estudiado es el referido a la obtenciéon de arroz transgénico.
Actualmente se dispone de lineas totalmente resistentes al taladro (Chilo suppressalis),
obtenidas mediante la introduccion de los genes cry1B o crylA de Bacillus thurigiensis,
que codifican una endotoxina; o de inhibidores de proteasas, como el gen mpi del maiz
(Messeguer, 2002). Actualmente se encuentra en vias de desarrollo la obtencién de
lineas de arroz resistentes a enfermedades fungicas; para ello se estd evaluando la
eficacia de genes como el de la quitinasa Chi4 de Serratia (Messeguer, 2002).

También Trichoderma ha sido fuente de genes para la obtencidon de plantas
transgénicas, con el fin de potenciar sus mecanismos de defensa y de mejorar la
produccion vegetal. Trabajos previos han mostrado resultados positivos al expresar
genes como el de la quitinasa CHIT42 de T. harzianum en patata y en tabaco, lo cual
confirid resistencia frente a R. solani (Lorito et al., 1998); o la quitinasa CHIT33 de T.
harzianum en plantas de tabaco, que potencié los niveles basales de defensa (Cepeda et
al., 2000; Dana & Pintor-Toro, 2002). Por otro lado, se han realizado estudios con
resultados prometedores, al expresar en fresa genes de Trichoderma que codifican
determinadas proteinas antifungicas. Los mas positivos se han obtenido hasta el
momento con la quitinasa CHIT42, que le confiere una mayor resistencia al
fitopatogeno Colletotrichum (Yubero-Serrano et al., 2002). Con el fin de obtener cepas
més resistentes a las enfermedades fingicas, la quitinasa CHIT42 y la glucanasa
BGN16.2 de T. harzianum, se han expresado asimismo en plantas de melon y tomate
(Vidigal-Duarte, 2001, Tesis Doctoral).

En este trabajo se ha considerado, entre sus objetivos, la expresion en plantas de
tabaco de genes de T. harzianum CECT 2413 implicados en el micoparasitismo.

11
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1. ORGANISMOS UTILIZADOS

1.1. BACTERIAS

Las cepés bacterianas utilizadas en este trabajo se detallan en la siguiente tabla:

Estirpe y procedencia Genotipo

Escherichia coli BL21 B F dcm ompT hsdS (rg- mg-) gal
(Stratagene, Lalolla, U.S.A.)

E. coli IM109 el4-(Mcrd-) recAl endAl gyrA96  thi-1
Stratagene hsdR 1 7(tK-mK+)supE44 reld1 A (lac-proAB) [F’
( gene) traD36proAB laclgZAM15]

E. coli LE392 F hsd 574 (' my) supE44 supF58 lacYl

(Promega, U.S.A) galK?2 galT22 metB1 trpR55

E. coli SOLR el4 “(mcrd) A (mcrCB-hsdSMR-mrr) 171 sbeC
Stra recB recJ umuC ::Tn5(kan") wvrC lac gyrA96
(Stratagene) reldl thilendAl \} [F'proAB, lacl* ZAMI5] Su’

E. coli XL1-Blue MRF’ rec Al end Al gyr A6 thi hsd R17 sup E44 rel
(Stratagene) Al lac [F’ pro AB lac IgZDM15 Tnl0 (teth))

Pseudomonas syringae pv tabaci 153
(Dr. Pablo Rodriguez Palenzuela,
E.T.S. Ingenieros Agréonomos de
Madrid, Espatfia)

Tabla 1. Estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo

1.2. LEVADURAS

La estirpe S. cerevisiae JDS+S (Mata ura3-52 trplAl  his4-38 leu2-1  rpbl-1)
utilizada en este trabajo, fue cedida amablemente por el Dr. John E. G. McCarthy, de la
Universidad de Manchester, Reino Unido.
1.3. HONGOS FILAMENTOSOS

Las cepas de hongos filamentosos utilizadas en este trabajo se detallan en la

siguiente tabla. La mayoria proceden de la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT,
Burjassot, Valencia).
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Especie Cepa Procedencia

Botrytis cinerea CECT 2100 Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo,
Burjassot, Valencia

Rhizoctonia solani CECT 2815  Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo,
Burjassot, Valencia

R. solani 1450 Universidad de Népoles, Italia
Trichoderma CECT 2413  Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo,
harzianum Burjassot, Valencia

Tabla 2. Cepas de hongos filamentosos utilizadas en este trabajo

1.4. PLANTAS

La variedad de tabaco utilizada ha sido Nicotiana tabacum var. Xhanti.
2. MEDIOS DE CULTIVO. MANTENIMIENTO DE LOS ORGANISMOS

2.1. BACTERIAS

Las cepas de E. coli se cultivan por lo general a 37 °C en medio LB (Luria-
Bertani), suplementado con el antibidtico correspondiente en el caso de seleccion de
bacterias portadoras de plasmido. En este trabajo, los vectores utilizados en los procesos
de transformacion portan el gen que confieren resistencia a ampicilina, por lo que el
medio se suplementa con dicho antibiodtico, quedando a una concentracion final entre
50-100 mg/l.

En el proceso de obtencion de células competentes a partir de la cepa de E. coli
XL1-Blue MRF', la estirpe se cultiva previamente en una placa de medio LB solido
suplementado con el antibidtico tetraciclina a una concentracién final de 12.5 mg/l. El
procedimiento completo para la preparacion de estas células se explica detalladamente
en el apartado 12.1.1.1.

La estirpe de E. coli SOLR, utilizada en el escrutinio de la genoteca construida
en el vector A-ZAPII, se mantiene en medio LB suplementado con kanamicina a una
concentracion final de 50 mg/l.

El medio del cultivo utilizado para la estirpe BL21, utilizada para la obtencion
de proteina de fusion GST-GLAG66, se detalla en el apartado 15.2.

El medio utilizado para la cepa patogena P. syringae, asi como su cultivo, se
describen en el apartado 20.1.

Para el mantenimiento a corto plazo, las cepas son viables en medio sélido a
4°C durante aproximadamente un mes. Para almacenarlas a largo plazo, se cultivan en
medio liquido hasta saturacion. A partir del cultivo se prepara una suspension en
glicerol al 20% (v/v), que se congela en N, liquido y se almacena a -80 °C.
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Medio LB: 10g/1 de bacto-triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 10g/l de NaCl. Para la
obtencion de medio s6lido se afiade agar a una concentracién de 15g/1.

Antibiéticos: Como norma general se prepara una solucién concentrada del antibidtico
que se esteriliza por filtracion y se almacena a -20°C. En el caso de la ampicilina y de la
kanamicina, se prepara a 100 mg/ml en agua destilada. La tetraciclina se disuelve en
etanol a una concentracion final de 50 mg/mi.

2.2. LEVADURAS

La cepa JDS+S es portadora de una mutaciéon termosensible que afecta a la
enzima RNA polimerasa II, por lo que los cultivos tanto en medio liquido como en
sélido se llevan a cabo a 26 °C. La estirpe silvestre se cultiva en medio rico YPD.
Cuando se lleva a cabo un proceso de transformacion, las células portadoras de pldsmido
se seleccionan y mantienen posteriormente en medio minimo YNB, carente del
requerimiento concreto, cuya sintesis aporta el vector con el que se transforma. En
nuestro caso, es ¢l uracilo.

Medio rico YPD: 10g/1 de extracto de levadura, 20 g/l de bacto-peptona, 20g/1 de
glucosa. La glucosa se esteriliza por filtracién y se afiade tras el proceso de autoclavado,
evitando asi el oscurecimiento del medio que ocurre por la caramelizacién de ésta. Para
medio sélido se afiaden 15g/1 de agar.

Medio minimo YNB: 20 g/l de glucosa, 5 g/l de sulfato amonico, 1.7 g/l de bases
nitrogenadas sin aminodcidos ni sulfato aménico o YNB (Difco). Tras disolver los
componentes se ajusta el pH a 6.0 para medio liquido o pH 6.5 para sélido con KOH
IN. Los aminoécidos necesarios para solventar las auxotrofias de la cepa silvestre se
pueden afiadir antes o después de autoclavar el medio. En nuestro caso son:

-Triptéfano: Se afiade hasta una concentracion final de 100 mg/l. Se prepara una
solucion concentrada 50 veces en agua destilada y se esteriliza por filtracion,
protegiéndola posteriormente de la luz.

-Histidina: Se afiade hasta una concentracion final de 100 mg/l. Se prepara una
solucion concentrada 50 veces en agua destilada y se esteriliza por filtracion.

-Leucina: Se afiade al medio hasta una concentracion final de 250 mg/l. De igual
manera, se prepara una solucion 50 veces concentrada en agua destilada, se disuelve con
ayuda de calor y se esteriliza por filtracion.

De forma opcional se pueden afiadir al medio metionina y lisina a
concentraciones finales de 20mg/l y 30 mg/l respectivamente. Los aminoacidos
preparados se almacenan a temperatura ambiente (TA) o bien a 4 °C. Al igual que ocurre
con el YPD, es conveniente afiadir la glucosa después del proceso de autoclavado. Para
el medio sélido se afiaden 15 g/l de agar (Difco).

Para el mantenimiento a corto plazo, las levaduras mantienen la viabilidad en
medio sélido durante 2-3 semanas a 4 °C. Para un almacenamiento a largo plazo, se
parte de un cultivo liquido saturado para preparar una suspension de células con glicerol
al 15% (v/v). Se congela posteriormente con N, liquido y se almacena a -80 °C.
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2.3. HONGOS FILAMENTOSOS
2.3.1. Cultivo para mantenimiento y esporulacién

Los hongos se mantienen en medio rico PDB y PDA (PDB con agar). En el caso
de R solani, que no esporula, el cultivo en PDA se usa para obtener propagulos. De
igual forma se utiliza el medio rico PPG, donde el crecimiento de los micelios se halla
favorecido. Si se requiere la formacion de colonias, se afiade al medio triton X-100 a una
concentracion final del 0.1% (v/v).

En el caso de 7. harzianum CECT 2413, el periodo necesario para la
esporulacién es de una semana aprommadamente creciendo entre 25-28 °C; y el
rendimiento por caja de Petri suele ser de 10® esporas por mililitro.

Las esporas se recogen en condiciones de esterilidad afiadiendo a cada caja 10 ml
de agua destilada a la superficie del micelio, rascando suavemente con un asa para
desprenderlas de éste. En el caso de B. cinerea, cuyas esporas son muy hidréfobas, se
afiade 0.1% de Tritén X-100 en agua. 4

Para eliminar los restos de micelio, la suspension se pasa por un cono de papel de
filtro estéril y se lava con agua dos veces, centrifugando a 1500 g durante 5 min.
Finalmente las esporas se resuspenden en 5-10 ml de agua y se cuentan al microscopio
con ayuda de una camara de Burker.

Tanto las suspensiones como el micelio crecido en caja, pueden almacenarse a
4°C durante 5 6 6 semanas. El mantenimiento a largo plazo se puede realizar guardando
o bien una suspension de esporas, o bien discos de micelio obtenidos a partir de medio
solido, en glicerol al 20% (v/v) a -80 °C.

Medio rico PDB: 24 g/1 del preparado comercial “Potato Dextrose Broth” (PDB, Difco,
Espaiia). Para la obtener medio PDA se afiaden 15g/l de agar a un medio PDB.

Medio rico PPG: 20 g/l de puré de patatas (Maggi, Espafia), 20 g/l de glucosa y 20 g/l
de agar.

Tritén X-100: La solucion concentrada de reserva se prepara al 20 % (v/v).

2,3.2. Cultivo para la realizacion de experimentos de induccion y regulacién génica

Como norma general se realizan los cultivos en medio minimo o MM, aunque
excepcionalmente se ha utilizado medio salino o SM. Para los experimentos de
induccion y regulacion llevados a cabo con Trichoderma en medio liquido, se obtiene
previamente biomasa realizando un precultivo en medio minimo con 20 g/l de glucosa.
Para ello se inoculan las esporas a una concentracién final de 10%ml de cultivo y se
mantiene en agitacion (~300 rpm) a 28 °C durante 30 h. Posteriormente se filtra el
micelio por papel de filtro con ayuda de un kitasato, conectado a una bomba de vacio.
Este procedimiento se lleva a cabo en condiciones de esterilidad. La pastilla de micelio
retenida en el papel se lava con 1 volumen de MgCl, 0.1 M, para eliminar los restos de
glucosa, y con dos volimenes de agua destilada estéril. El micelio se reinocula entonces
en medio minimo suplementado con la fuente de carbono o con la condicion concreta de
estrés que se quiera estudiar, y se mantiene durante el tiempo de induccién requerido.
Finalmente, el cultivo se filtra de nuevo para separar el sobrenadante y retener el
micelio, el cual puede almacenarse a -80 °C, hasta su posterior analisis.

En este trabajo también se realizan estudios sobre la regulacion génica a pamr de
cultivos realizados en medio sélido. En este caso el micelio se crece sobre un disco de
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celofan dispuesto sobre el medio, el cual hace posible el paso de los nutrientes y
permite recoger la muestra de forma limpia y sencilla para su posterior analisis. Para la
realizacién de esta técnica, se dispone sobre el celofdn una suspensién de esporas o bien
un disco de micelio, prescindiendo en ambos casos del precultivo. La caja debidamente
sellada se incuba a 28 °C, para permitir un correcto desarrollo del microorganismo.

Medio minimo MM: 15 g/l de KH,PO, y 1ml/l de solucién de metales traza (5 g/l de
FeSO47H,0, 1.6 g/l de MnSO4H,0, 1.4 g/l de ZnSO,7H,0 y 3.7 g/l de CoCly6H;0).
El pH se ajusta a 5.5 con KOH IN. Una vez autoclavado, se deja enfriar el medio hasta
50-55 °C y se afiaden 0.6 g/l de MgSOy, 0.6 g/l de CaCl, y 5 g/l de (NH),SO,. El CaCl,
se esteriliza por filtracion.

Como fuentes de carbono se utilizan 20 g/1, 2 g/l y 1 g/l de glucosa, 20 ml/l 6 1
ml/l de glicerol; 20 g/l de maltosa; 20 g/l de lactosa; 20 g/l de xilosa; 20 g/l de rafinosa;
10 g/l de N-acetil-B-D-glucosamina; 5 g/l de polvo de quitina obtenido a partir de
escamas 0 2 g/l de paredes celulares de B. cinerea.

Para los experimentos con medio tamponado se usa 0.2 M de MES y se fija el pH
a 6.0 con KOH 10 N.
Medio salino SM: 2.8 g/l de (NH,4),SOy, 0.6 g/l de urea, 4 g/l de KH,PO4, 0.6 g/l de
CaCl,2H,0, 0.2 g/l de MgSQ,, 0.01 g/l de FeSO,7H;0, 0.0028 g/1 de ZnSO4+H,0,
0.0032 g/l de CoCl,'6H,0.

Como fuente de carbono se afiade 20 g/1, 2 g/1 6 1 g/1 de glucosa; 20 mi/1 6 1 ml/l
de glicerol, 5 g/l de polvo de quitina 6 10 g/l de N-acetil-B-D-glucosamina.
Discos de celofan: Para su preparacion, se recortan circulos a partir de los pliegos de
celofén con un didmetro aproximado al de la caja de Petri. Se sumergen los discos en un
vaso de precipitado con agua destilada y se hierven 10 min en el microondas. Se colocan
los discos individualmente entre papeles de filtro previamente humedecidos con agua
destilada. Se empaquetan y se autoclavan para su esterilizacion.

2.3.2.1 Ensayos de confrontacion

En los estudios de regulacién génica, se realizan ensayos de confrontacion para
determinar los factores que afectan a la region promotora del gen chit33 de T.
harzianum. Para ello discos de micelio de Trichoderma se confrontan con discos
procedentes de B. cinerea CECT 2100, R. solani CECT 2815 y R. solani 1450. Se
colocan uno frente al otro sobre el celofan que cubre el medio sélido. Las cajas
debidamente selladas se incuban a 28 °C hasta su posterior analisis.

2.4. PLANTAS
2.4.1. Esterilizacion de semillas
Las semillas se esterilizan incubandolas durante 20 min en una solucion de

hipoclorito sédico al 7-8 %. A continuacion se lavan dos veces durante 20 min con agua
desionizada estéril y agitacion parcial. Se almacenan en agua a 25 °C.
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2.4.2 Cultivo in vitro

La manipulacién del material vegetal se realiza en esterilidad, en una cdmara de
flujo horizontal, con medios autoclavados y utensilios como pinzas y bisturis
esterilizados por calor.

El cultivo in vitro se utiliza para la propagacion vegetativa de plantas de tabaco,
y la realizacion de estudios de segregacion a partir de las F,, de las plantas transformadas
en medio selectivo.

El medio de cultivo utilizado es el MS (Murashige y Skoog, 1962), que se
esteriliza mediante autoclave y se dispensa en cajas Petri o en contendores Magenta
(Sigma, Madrid, Espafia). Para la seleccion de plantas transgénicas, el medio se
complementa con kanamicina hasta una concentracion final de 300 mg/l (MS+Kan300)
cuando la temperatura desciende a 55-60 °C. Para proceder a la siembra, las semillas
permanecen previamente durante 24 h en oscuridad embebidas en agua. Para extenderlas
de forma homogénea en las placas de medio de cultivo se utiliza agarosa de cobertera
previamente fundida y atemperada, para evitar asi que un exceso en la temperatura dafie
de forma irreversible la viabilidad de las semillas. En primer lugar, las semillas se
reparten en tubos de 5 ml a los que se afiaden 3 ml de agarosa de cobertera, adictonando
el antibidtico si fuera necesario; s¢ mezcla por inversion y se vierte el contenido sobre la
caja con el medio de cultivo. Posterior a la siembra, s¢ mantienen las cajas debidamente
selladas en oscuridad a 25 °C durante un par de dias para promover la germinacion.

La concentracion de kanamicina una vez seleccionadas las plantas transgénicas
en caja, puede bajar hasta 100 mg/l en posteriores pasos de propagacion en contenedores
Magenta. De este modo se promueve un crecimiento mas rapido de la planta.

Una vez que el tabaco germinado alcanza una altura de 4-5 cm, si se precisa, se
pasa a maceta donde se siembra en una mezcla homogénea de tierra y “perlita” (virutas
de poliuretano) en proporcion 3:1, previamente esterilizada mediante autoclave. Para
evitar una desecacion rapida del material vegetal tras sacar la muestra del contenedor
Magenta, donde la humedad relativa (Hr) es alta, las plantas se cubren con una bolsa
transparente que permiten el paso de la luz a la vez que mantienen una correcta humedad
del ambiente. La progresiva adaptaciéon al medio se realiza generando orificios
paulatinamente en la bolsa a lo largo de los dias, hasta que finalmente ésta se retira.

El crecimiento de las germinulas y de las plantas se lleva a cabo en una camara
de plantas con los siguientes pardmetros controlados: temperatura constante de 25 °C, Hr
del 80% y régimen de 16 h de luz y 8 h de oscuridad.

Medio MS: 4.3 g/l de mezcla basal de MS (Murashige & Skoog, Sigma), 0.1 g/ de mio-
inositol, 1 ml/l de vitaminas 1000x, 30 g/l de sacarosa. El pH se ajustaa 5.7 con 1 M de
NaOH. Para medios soélidos, se aftaden 6 g/l de agar (Difco).

Vitaminas 1000x: 0.05 g/l de nicotina, 0.005 g/l de tiamina, 0.005 g/l de piridoxina,
0.005 g/1 de acido folico, 0.0005 g/l de biotina, 0.025 g/l de glicina.

MS germinacién: MS sélido. Para seleccionar las semillas de las plantas transgénicas,
se afiaden 300 mg/l de kanamicina.

Agarosa de cobertera: 0.6% de agar en agua. Se esterliza mediante autoclave.

2.4.3. Tratamiento de las plantas con dcido salicilico
Las hojas de tabaco se cortan al nivel del peciolo y éste se introduce en una

solucion de acido salicilico (SA) 1 mM, previamente preparada en 100 mM de tamp6n
fosfato a pH 6.0 y 0.025% de Tritén X-100 (v/v).
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El SA es poco soluble en agua, por lo que se prepara una solucién concentrada
(200 mM) en metanol al 55%. A partir del volumen stock, se preparan las soluciones
necesarias diluyendo con tampon fosfato. Por lo tanto, los correspondientes controles se
trataron con una solucién de metanol al 0.275% (v/v) y de Triton X-100 al 0.025% (v/v)
en tampon fosfato 100 mM pH 6.0.

3. MANIPULACION DE DNA
3.1. VECTORES UTILIZADOS
3.1.1. Vectores procedentes del bacteriéfago A

En este trabajo se utilizan dos genotecas diferentes. Una de ellas es una genoteca
de DNA genémico (gDNA) de T. harzianum CECT 2413 (Lora et al., 1995) construida
en el vector LambdaGEM®-11 (Promega, USA). Xbal, EcoRI, BamHI, Xhol o Sacl son
algunas de las dianas de los sitios de clonacion multiple adyacentes a los brazos del fago,
los cuales pueden albergar fragmentos de gDNA de hasta 14 kilobases. La otra es una
genoteca de cDNA construida en el vector Lambda Uni-Zap XR (Stratagene). El proceso
de obtencion se describe en el apartado 22.

3.1.2. Vectores plasmidicos y construcciones realizadas

pBluescript® II SK (+) (Stratagene): El vector pSK+ se utiliza para los pasos de
clonacién previos a las construcciones definitivas. Asimismo sirve como herramienta
para los procesos secuenciacion de los clones obtenidos es este trabajo.

pGEM-T® (Promega): Este vector se utiliza para la clonacion y secuenciacion de
fragmentos de DNA procedentes de amplificaciones por PCR, realizadas con aquellas
polimerasas que dejan residuos terminales de adeninas en los extremos del fragmento
amplificado.

pCR®4-TOPO (Invitrogen): Este vector se utiliza para clonar y secuenciar los
fragmentos obtenidos por PCR, en el proceso de determinacion de los origenes de
transcripcion de los dos mensajeros sintetizados a partir de gla66. En el apartado 3.8.1,
se describe mas detalladamente este plasmido y su mecanismo de accién.

pGEX-4T-2 (Amersham Biosciences): Este plasmido se ha utilizado para la expresion
heteréloga de de proteinas en bacterias. Contiene bajo el control del promotor prac,
inducible por IPTG, la secuencia del gen que codifica para la glutation-S-transferasa
(GST). A continuacién de ésta se localiza un lugar de reconocimiento para la proteasa
trombina y en un sitio de clonacién multiple.

PZEGAL1 (Zeilinger ef al., 1999): Vector originado a partir del plasmido pUC19, que
porta el gen sintético SGFP-TYG (Sheen e al., 1995) bajo el promotor constitutivo de la
piruvato kinasa (ppki) de T. reesei. Este marcador génico deriva del gen que codifica
para la proteina verde fluorescente (GFP) de Aquorea victoria, que porta una mutacion
puntual (S¢s—T). La proteina codificada se excita mas rapidamente con luz azul y emite
fluorescencia de forma mas intensa.
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pRLMex60 (Mach ez al., 1999): Este plasmido procede del vector pUC19 y contiene el
gen que codifica la glucosa oxidasa (gox4) de A. nidulans bajo el promotor constitutivo
de la piruvato kinasa de 7. reesei.

pLMRS3 (Mach et al., 1994): Se utiliza como vector de expresion en los experimentos
de transformacion de 7richoderma. En este plasmido, los genes de interés estan bajo el
promotor de la piruvato kinasa (pki) y el terminador de la celobiohidrolasall, ambos de
Trichoderma reesei.

p3SR2 (Kelly & Hynes, 1988). Este vector se utiliza en los procesos de
cotransformacion de 7richoderma. Porta el gen amdS de Aspergillus nidulans, que
codifica una acetamidasa, lo que permite utilizar la acetamida como fuente de nitrégeno
y como marcador de seleccion.

puYl (Vilela er al., 1998). Vector centromérico utilizado en los experimentos de
expresion heteréloga en levaduras. En este plasmido, la region 5” no codificante del gen
YAPI de S. cerevisiae esta clonada entre el promotor constitutivo pTEFI y el gen de la
luciferasa (LUC). Este vector, que deriva del plasmido YCp22FL (Vega Laso et al.,
1993), porta la informacidn necesaria para la sintesis de uracilo (URA43).

pSK-CHIT33 (EN) {Limén, 1999, Tesis Doctoral]: Lleva el ¢DNA de chir33
procedente del fago ©5 (¢cDNA completo) cortado con EcoRI y Notl y clonado en el
vector pSK cortado con EcoRI/Notl.

pCHITA42S (Garcia, 1997, Tesis Doctoral): Lleva el cDNA de chit42 cortado con EcoRI
y Notl, tratado con la polimerasa Klenow y clonado en el vector pSK cortado con Smal.

pSK-GLAG66: Clon que contiene la secuencia del cDNA de la glucoamilasa de 66 kD de
T. harzianum que incluye una pequefia parte de la regién 5" no codificante. Deriva de la
escision del fago ® 3.7 procedente de la genoteca de cDNA construida en A-ZAP®IL

pSK-gXhol: Clon que porta DNA gendmico de 7. harzianum, procedente del fago @1,
que comprende el promotor y parte de la secuencia 5° codificante del gen gla66.

pGEX-GLAG66: Vector que porta la fusion traduccional GST-GLA66. La construccion
se realiza subclonando el fragmento liberado con EcoR1/XAol a partir de pSK-GLA66 en
el vector pGEX-4T-2, digerido con las mismas enzimas de restriccion. Incluye por tanto
residuos adicionales en la regiéon amino terminal de GLA66, procedente de la regién
lider del cDNA.

PZEGA33 (Dana et al., 2001): Construccion derivada del vector pZEGAL1 en la que el
promotor de la piruvato kinasa (ppki), clonado en Xhol/Xbal, se reemplaa por el
promotor de la quitinasa de 33 kDa de T. harzianum (pchit33); controlando de este modo
por tanto, la expresion de la proteina GFP.

pMDJ1 (Dana et al., 2001): Construccion originada a partir del vector pRLMex60 al

sustituir el promotor ppki, clonado en Xhol/Xbal, por el promotor pchit33 de T.
harzianum.
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pLMRS3-GLAG66: Construccion realizada a partir de la amplificacion del cDNA del
clon pSK-GLAG66, utilizando los cebadores especificos de secuencia AMY5'Xbal y
AMY3'Nsil. La region amplificada comprendia la ORF completa del gen gla66,
obviando la regién 3’ no codificante.

pGRacer5’-R1662: Construccion que contiene el producto de PCR sintetizado a partlr
de los cebadores GeneRacer™ 5’ Primer y R1662 subclonado en el vector pCR®4-
TOPO. La reaccioén de PCR se realiza sobre el producto derivado de la retrotranscripcion
del mensajero de 2.67 kb procedente de gla66. El cebador R1662 es especifico de la
secuencia de la glucoamilasa. Este proceso de RT-PCR se detalla en el apartado 23
referido al RACE.

pGRacer5’-R481: Construccion realizada en el vector pCR®4-TOPO que alberga el
producto amplificado por PCR, a partir del mismo molde de cDNA utilizado en el caso
anterior, usando en esta ocasion de los cebadores GeneRacer™ 5’ Primer y R481. Este
ultimo es también especifico de la secuencia de gla66.

pR478-GRacer3": Construccion en la que se usa el vector pCR®4-TOPO para subclonar
el producto obtenido por PCR a partir del mismo molde de cDNA que en los dos casos
anteriores, utilizando los cebadores especificos R478 y GeneRacer™ 3’ Primer.

pwtUTR: Construccién que deriva del plasmido puY1, donde la region 5° lider del gen
YAPI se sustituye por la del RNA mensajero de 2.67 kb que se transcribe a partir del gen
gla66. La region 5'no codificante o 5-UTR de este mensajero, contiene dos ORFs
(uORFs) aguas arriba de la principal, la cual codifica la proteina GLA66. La uORF1
generaria un péptido putativo de 23 aminodcidos. La uORF2 esta en fase con la de
GLAG66 y tedricamente codificaria una proteina putativa con un peso molecular
aproximado de 70 kDa. Las construcciones derivadas a partir de ésta, realizadas
mediante mutagénesis dirigida, se detallan en el apartado 5.3.2 de Resultados I1I.

3.2 RESTRICCION DEL DNA

La digestion del DNA mediante enzimas de restriccion, suministradas
fundamentalmente por las casas comerciales Amersham Biosciences y Roche, se realiza
segtn las condiciones recomendadas por el fabricante. Generalmente se considera que
una unidad de enzima es capaz de digerir 1ug de DNA. El volumen de enzima afiadida
no debe superar 1/10 del volumen final de reaccion.

Para las digestiones dobles, si no existe un tampén compatible, se utiliza el
tampén OPA (“One-Phor-All”, Amersham Biosciences) a la concentracion
recomendada por el fabricante. En el caso de enzimas con distintas concentraciones
dptimas de sales, se digiere primero con la que requiera mayor concentracion de sales,
aumentando el volumen final posteriormente con agua y diluyendo la mezcla, hasta
alcanzar la concentracion necesaria para realizar la segunda digestion.

Tampén OPA 10x: 100 mM de Tris-acetato pH 7.5, 100 mM de acetato magnésico y
500 mM de acetato potasico.
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3.3. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

Los fragmentos de DNA obtenidos a partir de PCR u originados por digestion se
separan en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion final de
0.5 mg/ml. Con ayuda de una lampara de luz ultravioleta, se visualiza la banda de interés
en el gel y se recorta con ayuda de un bisturi. La porcién que contiene la banda se
guardar a 4 °C o se procesa para la eliminacion de la agarosa de la muestra y la
obtencion del DNA, haciendo uso del producto GF X™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (Amersham Biosciences). Este método consiste en solubilizar la agarosa
para facilitar la unién del DNA a una matriz y la posterior elucion de éste en un volumen
pequefio de agua o de TE 1x.

TE 1x: 1 mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCI pH 8.

3.4. PRECIPITACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Para precipitar el DNA se afiade a la muestra 1/10 de su volumen de 3 M de
acetato sodico pH 5.2 y 2 volumenes de etanol absoluto. Tras mezclar bien, se incuba a
~20 °C durante al menos dos h, o bien a ~80 °C durante 5 min. Se centrifuga
posteriormente 10 min a 13000 g. Se retira el sobrenadante y se lava el precipitado con 1
ml de etanol frio al 70% (v/v). Se elimina a continuacién cualquier posible resto de
etanol y se resuspende el precipitado en el volumen deseado de TE o de agua
desionizada estéril.

Cuando la cantidad de DNA es pequefia, se afiade lul de glucogeno de
concentracion 10 mg/ml (p/v), para facilitar la precipitacion y la visualizacién del
precipitado.

3.5. CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS
3.5.1. Por espectrofotometria

Para la cuantificacion mediante espectrofotometro se diluye la muestra y se mide
la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. Se considera que una unidad de
densidad odptica (OD) equivale a una concentracion de 50 pg/ml de DNA de doble
cadena y de 40 ug/ml de RNA. Se utilizan cubetas de cuarzo.

3.5.2. Por tincién con bromuro de etidio en gel

Este método se utiliza para cuantificar cantidades peuefias de DNA. El bromuro
de etidio interacciona con el DNA en el gel, al ser un agente intercalante, y permite su
visualizacion al ser irradiado con luz ultravioleta. Para cuantificar la muestra,
comparamos su intensidad con la que posee un patréon de concentracién conocida. En
nuestro caso el patron utilizado ha sido el DNA del bacteriéfago A digerido con
EcoRVHindIlI o bien el patron comercial Smart-Ladder (Eurogentec).
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3.6. GENERACION DE EXTREMOS ROMOS
3.6.1. Relleno de extremos 5" prominentes

La polimerasa Klenow rellena extremos 5’ prominentes gracias a su actividad
DNA polimerasa 5'—»3’. Tras la digestion con la enzima de restriccion adecuada, se
purifica el fragmento digerido por gel. Para la reaccion se afiade el DNA, el tampén de la
polimerasa a concentracion final 1x, 1 ul de 0.5 M de dNTPs y 2 U de Klenow
(Amersham Biosciences), para un volumen final de 30 pl. Posteriormente se incuba la
mezcla a 30 °C durante 15 min. La enzima se inactiva calentando a 75 °C durante 10
min. La muestra se almacena a -20°C hasta su uso.

3.6.2. Degradacién de extremos 3° prominentes

Cuando la enzima de restriccion utilizada genera extremos 3° prominentes, éstos
se eliminan por la actividad exonucleasa 3’5’ de la enzima T4 DNA polimerasa. Para
llevar a cabo la reaccion se afiade el volumen necesario del tampén de la enzima para
que quede a una concentracion final de 1x, 6 ul de 0.5 mM de dNTPs y 1 U de T4 DNA
polimerasa (Roche) por cada 20 ul de reaccién. La mezcla se incuba posteriormente a 30
°C durante 15 min. Se almacena a -20°C hasta su uso.

3.7. DESFOSFORILACION DE PLASMIDOS

Los plasmidos linearizados, tras digerirlos con una enzima de restriccion, pueden
autoligarse en ligaciones posteriores. Para evitarlo, es conveniente desfosforilarlos
previamente. Para ello, el vector purificado por gel, se incuba con 1 U de fosfatasa CIP
(Calf Intestine Phosphatase, Roche) en 40 ul de tampon 1x de fosfatasa alcalina durante
30 min a 37 °C. La enzima se inactiva calentando 10 min a 75 °C. La mezcla de reaccion
se guarda a -20°C hasta su uso.

3.8. LIGACIONES

Las reacciones de ligacién se realizan en volimenes pequefios, normalmente
entre 10-15 ul. La proporcién entre el vector y el inserto es aproximadamente 1:3,
respectivamente. Una mezcla de reaccion estandar contiene: 50 ng de plasmido digerido
y desfosforilado en el caso de tener extremos compatibles (ver apartado 3.7), 150 ng de
inserto, tampén de ligasa de DNA hasta concentracién final 1x y 1 U de enzima T4
DNA ligasa (Roche). En el caso de extremos cohesivos, se incuba la reaccion 1-2 h a
TA. Para obtener una mayor eficiencia, la ligacion se incuba durante 8 h a 14 °C.
Cuando las moléculas de DNA contienen extremos romos, se utilizan estas ultimas
condiciones, ya que estas ligaciones son menos eficientes que las realizadas entre
extremos cohesivos. La mezcla de reaccion se guarda a —20 °C hasta su uso.

3.8.1. Ligaciones en el vector pCR®4-TOPO
El vector pCR®4-TOPO (Invitrogene) contiene en cada uno de sus extremos

libres la topoisomerasa I del virus Vaccinia, unida covalentemente por su residuo Tyr-
274 a la timidina colgante del extremo del vector. El enlace fosfo-tirosil, existente entre
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la enzima y el vector, reacciona con el extremo 5 hidroxilo del inserto amplificado que
va a clonarse. La energia que segenera al romper este enlace, se aplica en la formacion
de otro nuevo enlace entre el inserto y el plasmido, liberandose la topoisomerasa del
complejo. Este vector contiene las secuencias de M13 directa e inversa (M13p y M13g,
respectivamente), lo que lo convierte en una herramienta Util para procesos de
secuenciacion. La Figura 1 muestra un esquema sobre el proceso de ligacion en este
plasmido:

Figura 1. Proceso de ligacién en el vector pCR*4-TOPO

Para llevar a cabo la ligacion en este vector se mezclan 0.5-4 pl de DNA
amplificado, 1 pl de solucién salina (no afiadir en el caso de transformar por
electroporacion, ver apartado 13.1.2), agua desionizada estéril hasta 5 pl y 1 pl de
vector pPCR*4-TOPO (10 ng/ pl). La mezcla de reaccién se incuba 5 min a TA y se
guarda a -20 °C hasta su uso.

Solucién salina: 1.2 M de NaCl y 0.06 M de MgCl,.

4. EXTRACCION DE DNA

4.1. OBTENCION DE DNA PLASMIDICO DE E.coli

Los plasmidos contenidos en k. Coli se obtienen segin el protocolo de lisis alcalina
descrito por Sambrook et al (1989). Este procedimiento se realiza a pequefia escala o
“miniprep”, a media escala o “midiprep” o bien a gran escala o “maxiprep”; siendo el
volumen de cultivo de partida de 3 ml, 25ml ¢ 200 ml respectivamente. A continuacién
se esquematiza el proceso de obtencidn a pequefia escala:

1. Se inocula una colonia de £.coli en 3-4 ml de LB suplementado con el antibidtico

correspondiente. Se incuba al menos 8 ha 37 °C.
2. Se centrifuga el cultivo 13000 g durante 1 min. Se retira el sobrenadante.
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Se resuspenden las células en 100 ul de Solucién 1.

4. Se afiaden 200 pl de Solucién II, preparada en el momento. Se mezcla por inversion
y se incuba 5 min a TA.

5. Se afladen 300 pl de Soluciéon I a 4 °C. Se mezcla de nuevo por inversion y se
incuban en hielo durante 5 min.

6. Se centrifuga a 13000 g durante 15 min y se recoge el sobrenadante. Se repite este
paso para eliminar posibles restos celulares.

7. Es opcional la extraccion con un volumen de F:C:I. Para ello se agita
vigorosamente, tras afiadirlo a la muestra, y se centrifuga 5 min a 13000 g. Se
recoge la fase acuosa. Se afiade un volumen de cloroformo, se agita vigorosamente y
se centrifuga a 13000 g durante 5 min. Se recoge la fase acuosa.

8. Se afiaden 2 volumenes de alcohol isopropilico y se incuba la mezcla 10 min a TA.

9. Se centrifuga 10 min a 13000 gy se elimina el sobrenadante.

10. El precipitado se lava con 1 ml de etanol frio al 70%.

11. Se centrifuga 5 min a 13000 g y se retira el sobrenadante.

12. Una vez seco el precipitado, se resuspende en 50 ul de TE con RNAsa A (a

concentracion final de 25 pg/ml). Se incuba a 37 °C al menos 1 h.

Solucién I: 25 mM de sacarosa, 10 mM de EDTA y 25 mM de tampon Tris-HC1 pH 8.
Solucién H: 0.2 N de NaOH y 1% de SDS.

Soluciéon II1: 3 M de acetato potasico pH 5.3.

F:C:I : Mezcla realizada con fenol equilibrado, cloroformo y alcohol isoamilico en una
proporcion 25:24:1, respectivamente. El fenol se equilibra a pH 8.0 con Tris.

RNAsa A: Se prepara una solucion concentrada disolviendo 10 mg/ml de la enzima en
10 mM de Tris-HCI pH 7.5 con 15 mM NaCl. La mezcla se incuba a 90 °C durante 15
min y se deja enfriar lentamente hasta temperatura ambiente. Posteriormente se
almacena a —20 °C.

Para la obtencion de plasmido a media y gran escala, se preparan volumenes de
cultivo proporcionales a los anteriores. Tras el paso 6, la muestra se pasa a través de un
cono de papel de filtro estéril, y se continta de igual forma el protocolo.

4.2. OBTENCION DE DNA DE FAGOS

En este trabajo, los fagos se obtienen a partir de halos de lisis en medio s6lido,
aunque el material de partida puede obtenerse del mismo modo a partir de un lisado en
cultivo liquido. Las calvas de lisis se consiguen como se describe en el apartado 11.1.2
y se incuban hasta que confluyan los halos. Posteriormente se procede como se describe
a continuacion:

1. Para recoger los fagos, se lavan las cajas durante al menos 8 h a 4 °C con 5 ml de
tampdn SM por caja de Petri de 10 cm de didametro.

2. Se recoge la suspension de fagos en SM y se afiaden 100 pl de cloroformo para
destruir las bacterias intactas.

3. La suspension de fagos se traspasa a un vaso de precipitado de vidrio y se afiaden
5.8 g de NaCl por cada 100 ml de suspension. Una vez disuelto, se incuba a 4 °C
durante 1 h.

4. Se centrifuga a 8000 g durante 10 mina 4 °C.
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5. Se recoge el sobrenadante y se afiaden 10 g de PEG 8000 por cada 100 ml de
suspension. Una vez disueltos, se incuba la suspensién con agitacion a 4 °C durante
1h

Se centrifuga a 8000 g durante 10 min. Se elimina el sobrenadante

El precipitado seco se resuspende en 1 ml de tampoén SM.,

Se afiade un volumen de cloroformo y se agita vigorosamente. Se centrifuga 5 min a

13000 g.

9. A la fase acuosa se le afiade EDTA pH 8.0 hasta una concentracion final de 20 mM,
SDS hasta el 0.5% y proteinasa K hasta 50 ug/ml. Se incuba 1 h a 56 °C.

10. Se afiade un volumen de fenol equilibrado. Se agita vigorosamente y se centrifuga a
13000 g durante 5 min a TA.

11. Se afiade 1 volumen de fenol equilibrado:cloroformo (1:1). Se agita vigorosamente
y se centrifuga a 13000 g durante S min a TA.

12. A la fase acuosa, se le afiade un volumen de cloroformo, se agita y se centrifuga de
nuevo Smina TA ya 13000 g.

13. Se recoge la fase acuosa y se le afiade un volumen de isopropanol. Se mezcla por
inversion y se centrifuga inmediatamente 10 min a 13000 g. Se lava con un volumen
de etanol frio al 70%.

14. Una vez seco, ¢l precipitado se resuspende en 30 ul de agua desionizada. Para evitar
roturas en el DNA, éste se resuspende mediante movimientos suaves (se aconseja el
uso de puntas de pipetas cortadas) o bien se deja a 4 °C toda la noche.

15. Se chequean 2 pl de la muestra en un gel de agarosa al 0.8%.

o N

Tampén SM: 50 mM de Tris-HCl pH 7.5, 100 mM de NaCl, 10 mM de MgSO, y
0.02% de gelatina (p/v).
Proteinasa K: Se prepara una solucion concentrada de la enzima a 10 mg/ml.

4.3. OBTENCION DE gDNA DE T.harzianum

La biomasa que se procesa se obtiene a partir de un cultivo liquido en PDB
recogiendo el micelio por filtracion. Por otra parte, también puede obtenerse a partir de
esporas germinadas sobre un disco de celofan en medio rico. En este ultimo caso, tras
incubar la caja debidamente sellada durante 3-4 dias a 28 °C, el micelio se recoge con
una espatula. En cualquier caso, la muestra se congela a —80 °C hasta su procesamiento.
Los pasos para la obtencion de gDNA se detallan a continuacion:

La muestra se pulveriza en un mortero con ayuda de N liquido.

Se recogen aproximadamente 100 mg de muestra en un tubo de 2 ml.

Se afiaden 600 ul de tampdn de lisis CTAB 2x y se agita vigorosamente.

La mezcla se incuba a 65 °C durante 30 min.

Se afiaden 600 pl de cloroformo, se agita y se centrifuga 15 min a 13000 g.

La fase acuosa se transfiere a un nuevo tubo y se le afiaden 600 ul de isopropanol.
Se precipita el gDNA a —20 °C durante al menos 1 h.

Se centrifuga a 13000 g durante 15 min a4 °C.

El precipitado se lava con 1 ml de etanol frio al 70 % y se centrifuga 5 min a 13000
g

9. Una vez seco, el precipitado se resuspende en 150 ul de tampon TE, a los que se les
afiaden 15 pl de solucion concentrada de RNAsa A (10 mg/ml).
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10. La solucién se incuba a 37 °C durante al menos 1 h,
11. La muestra se analiza en un gel de agarosa al 0.8%. La solucién de DNA se guarda
bien a 4°C o a 20 °C hasta su uso.

Tampén de lisis CTAB 2x: 100 mM de Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M de NaCl, 20 mM de
EDTA pH 8.0, CTAB al 2% (p/v) y B~-mercaptoetanol al 0.2% (p/v). La mezcla de los
componentes del tampoén se incuba a 75 °C durante 30 min. Posteriormente se deja
enfriar hasta temperatura ambiente, y se le afiade el mercaptoetanol. El CTAB (cetil
trietil amonio bromuro) es un detergente en el que, en presencia de altas
concentraciones de sal, los acidos nucleicos forman complejos solubles y estables. Se
elimina ficilmente dada su solubilidad en etanol.

5. EXTRACCION DE RNA

Para la extraccion de RNA, se realizan protocolos especificos segin cual sea el
organismo de partida. No obstante, como norma general en todos los casos, el material
y el agua se tratan con dietil-pirocarbonato (DEPC); que inactiva las RNAsas. El DEPC
se disuelve en agua (Iml/1) y se deja actuar durante al menos 8 h. Posteriormente, para
eliminarlo, se autoclavan el material y el agua.

5.1 EXTRACCION DE RNA DE LEVADURAS

En nuestro caso, hemos utilizado la cepa de S. cerevisiae JDS+S, que contiene
una version termosensible de la RNA polimerasa II, por lo que la temperatura de
crecimiento para los cultivos es de 26 °C. Para la obtencion de RNA, se sigue el
protocolo detallado a continuacion:

1. Se inocula una colonia en 5 ml de medio y se incuba con agitacion (250 rpm) como
minimo 8 h, hasta que alcance una OD entre 0.4 - 0.8.

2. Se centrifuga el cultivo a 1800 g durante 5 min. El sedimento de células se lava con

1 ml de agua destilada estéril a 4 °C.

Se centrifuga de nuevo el cultivo. Las levaduras se resuspenden en 400 ul de

tampén TES. Se afladen 400ul de fenol dcido y se agita vigorosamente.

Se incuba a 65 °C entre 30 - 60 min, agitando ocasionalmente.

Posteriormente, la muestra se incuba a 4°C durante 5 min.

Se centrifuga a 13000 g durante S min a 4 °C.

Se recoge la fase acuosa, se le afiade de nuevo 400ul de fenol 4cido y se agita

enérgicamente.

Se centrifuga a 13000 g durante S min a 4 °C.

Se recoge la fase acuosa, se le afiade un volumen de cloroformo y se agita

fuertemente.

10. Se centrifuga a 13000 g durante 5 min a 4 °C.

11. Se afiade a la fase acuosa 1/10 del volumen de 3 M de acetato sédico pH 5.2 y 2
volimenes de etanol absoluto.

12. Se incuba a —20 °C durante al menos 2 h para que precipite el RNA.

13. Se centrifuga a 13000 g durante 15 min a 4 °C y se elimina el sobrenadante.
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14. El precipitado se lava con 1 ml de etanol al 70% (tratado con DEPC). Se centrifuga
de nuevo y se elimina el sobrenadante.

15. Una vez seco el precipitado, se resuspende en 50 pl de agua desionizada-DEPC.
Para facilitar este proceso, asi como para eliminar estructuras secundarias, se incuba
la muestra a 50-55 °C entre 5-15 min. Las muestras se guardan a —-80 °C.

Tampén TES: 0.5% de SDS, 10 mM de EDTA y 10 mM de Tris-HCI pH 7.5.
Fenol 4cido: El fenol sélido se hidrata hasta saturacion. La preparacion se disuelve y se
calienta a 55 °C.

5.2. EXTRACCION DE RNA DE T. harzianum
Para la obtencion de RNA a partir de micelio se utiliza la solucién de extraccion
comercial Trizol Reagent (Gibco). El material utilizado se pulveriza con ayuda de N,

liquido. El protocolo recomendado por la casa comercial se detalla a continuacion:

Se afiade 1 ml de Trizol Reagent por cada 50-100 mg de biomasa.

1.

2. Se agita vigorosamente la mezcla unos 15 s, hasta su homogenizacion.

3. Seincuba a TA durante 5 min.

4. Se afiaden 200 pl de cloroformo por cada ml de Trizol y se agita de nuevo
enérgicamente.

5. Se centrifuga a 13000 g durante 15 min a 4 °C.

6. Se afiaden a la fase acuosa 0.5 ml de alcohol isopropilico por cada ml de Trizol.

7. Se mezcla por inversion y se incuba 10 min a TA.

8. Se centrifuga a 13000 g durante 10 mina 4 °C.

9. El precipitado se lava con 1 ml de etanol al 70% (en agua con DEPC).

10. Se centrifuga a 7500 g durante 5 min a 4 °C.

11. Se elimina el etanol y se deja secar el precipitado.

12. E1 RNA se resuspende en 50-100 pl de agua desionizada-DEPC. Para facilitar este
proceso se incuba de 5 a 10 min a 55-60 °C. La muestra se guarda a -80 °C.

5.3 OBTENCION DE RNA DE PLANTAS

El procedimiento es similar al descrito en el apartado 5.2, puesto que se usa la
misma solucién comercial de extraccion (Trizol Reagent, Gibco). No obstante, el
procesamiento del material vegetal incluye dos etapas adicionales.

Por una parte, una vez homogeneizada la muestra en presencia del Trizol, se
centrifuga a 13000 g durante 10 min a 4 °C, para eliminar asi los restos vegetales, ricos
en polisacaridos y proteinas. A continuacion, se recoge el sobrenadante para afiadirle el
cloroformo. Por otra parte, en la precipitacion del RNA por cada ml de Trizol se afiaden
0.25 ml de alcohol isopropilico y 0.25 ml de una solucion 1.2 M de citrato de sodio y
0.8 M de NaCl. De este modo, el RNA precipita de forma efectiva, manteniéndose
solubles los polisacaridos y proteoglicanos presentes en la fase acuosa.
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6. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS
6.1. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA

Los geles de agarosa generan un entramado a través del cual migran los 4dcidos
nucleicos y se separan segin su tamafio. El porcentaje de la agarosa, por tanto, es
critico para la resolucion de los fragmentos en el gel. Porcentajes altos facilitan la
separacion de acidos nucleicos de pequefio tamafio y viceversa. Los geles de agarosa se
preparan en tampon TAE 1x. El DNA se visualiza con ayuda de luz ultravioleta al usar
bromuro de etidio, como agente intercalante, a una concentracion final de 0.2 ug/ ml.
Este se puede afiadir a la agarosa una vez fundida y atemperada, o bien puede tefiirse el
gel posteriormente con una solucién de bromuro de etidio a la misma concentracion
final.

En la electroforesis de gDNA, los geles se hacen al 0.8 % de agarosa (p/v). Para
casos mas generales la concentracidn tipica es del 1 %; pero si el tamafio del DNA es
inferior a 500 pb, el porcentaje es del 2-3 % de agarosa. Las muestras se preparan
afiadiendo tampén de carga de DNA hasta una concentracion final 1x. Una vez
cargadas las muestras, se someten a un campo eléctrico de aproximadamente 10 V/cm
de gel.

TAE 50x: 50 mM de EDTA, 2 M de Tris-acetato pH 8.0.
Tampén de carga DNA 6x: glicerol al 30% (v/v) y azul de bromofenol al 0.25 %

(p/v).

6.2. ELECTROFORESIS DE RNA

Para chequear la calidad o la concentracion de una muestra, se utiliza un gel de
agarosa al 1% en TAE 1x, como se describe en el apartado 6.1. Si las muestras van a
ser transferidas a un filtro, para su posterior analisis, la electroforesis se lleva a cabo en
un gel desnaturalizante como se describe en el apartado 10.1.

Se afiade tampén de carga de RNA a las muestras hasta y se someten a un
voltaje de 10 V/cm de gel.

Tampén de carga RNA 10x: glicerol al 50 % (v/v), 1 mM de EDTA pH 8.0 y azul de
bromofenol al 0.25% (p/v). Todas las soluciones se realizan en agua desionizada tratada
con DEPC.

7. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA POR PCR

La técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), permite amplificar
numerosas veces un molde de DNA. El proceso consiste en la sintesis de DNA a partir
de cebadores que complementan con la secuencia, a través de sucesivos ciclos y con
ayuda de la enzima Taq polimerasa (Roche o Amersham Biosciences). Esta enzima
resiste los cambios de temperatura del proceso de desnaturalizacion de las cadenas en
los sucesivos ciclos, al proceder de un organismo termdéfilo. En este trabajo, se ha
utilizado el termociclador Gene Amp PCR System 2400 (Perkin Elmer). Para el disefio
de los cebadores se ha utilizado el programa Oligo 4.0.
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7.1. REACCION CONVENCIONAL DE PCR

El DNA molde de la reaccion puede ser un inserto, un plasmido, o DNA
procedente de fagos. Para reacciones comunes, se utiliza la Taq Polimerasa
convencional (Roche o Amersham Biosciences). No obstante, para generar copias con
el menor namero posible de errores, se utilizan enzimas especiales como la Expand™
High Fidelity y la Pwo DNA Polymerase (ambas de Roche), capaces de corregir
erroresdurante la sintesis de DNA. Una reaccion tipica, en un volumen final de 20 ul
es:

Mezcla 1 (ul/tubo)

1 ul de DNA molde (50-100 ng)

2 ul de cebador A (10 pg/ml)

2 ul de cebador B (10 ug/ml)

2 ul de tamp6n de PCR 10x (sin MgCl,)
2.4 ul de MgCl1,25 mM

7.6 pul de agua desionizada estéril

Mezcla 2 (ul/tubo)

1 ul de Taq polimerasa (1 U)
2 ul de ANTPs 2.5 mM

La reaccion de PCR consta de varias etapas. Un proceso estandar es:
1 ciclo 5 min a 95 °C (desnaturalizacién completa)

0.5 min a 95 °C (desnaturalizacion)
25-30 ciclos ¢ 1 min a X °C (X = Tm del cebador-5 °C)
1 min a 72 °C (polimerizacion del DNA)

1 ciclo 7 min a 72 °C (para completar polimerizacion)

Para llevar a cabo esta reaccion, se introducen 17 ul de la Mezcla 1 en un tubo
de PCR de 0.2 ml y se efectiia el paso de desnaturalizacion completa del DNA.
Posteriormente se para el proceso para afiadir 3 pl de Mezcla 2. Aunque también pueden
incorporarse todos los componentes desde un principio, resulta mas eficiente afiadir la
enzima y los nucledtidos tras la etapa inicial de desnaturalizacion. v

Por 1ltimo, se afiade tampdn de carga de DNA a las muestras y se analizan en un
gel de agarosa.

Tampén de PCR 10x: 500 mM de KCl, 100 mM de Tris-HCl pH 8.3 y gelatina al

0.1% (p/v).
dNTPs: 2.5 mM de dATP, 2.5 mM de dTTP, 2.5 mM de dCTP y 2.5 mM de dGTP.
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7.2. PCR A PARTIR DE BACTERIAS

En los procesos de transformacion de bacterias, la PCR a partir de colonias
constituye una forma sencilla de chequear si las que han crecido en medio selectivo son
portadoras de la construccioén de interés. El procedimiento en este caso es basicamente
el mismo. En primer lugar, se reparte el agua en los tubos de 0.2 ml. A continuacion, se
pica una colonia con un palillo estéril y se introduce en el agua del tubo de PCR.
Después del agua, se introduce en 1 ml de LB+Amp100 (o el antibidtico que proceda
segun el vector usado en la transformacién). Los tubos con medio de cultivo se incuban
posteriormente a 37 °C; utilizdindose como preindculo para la obtencion de plasmido,
aquellos que deriven de las colonias positivas segin la PCR.

Cuando se haya repetido este proceso con el nimero de colonias que se
considere necesario, se afiade el resto de los componentes de la Mezcla 1 y se continua
el proceso como se detalla en el apartado anterior. Por Gltimo se analizan las muestras
en un gel de agarosa,

Generalmente, los cebadores son especificos de la secuencia del vector. En este
trabajo los mas utilizados han sido el M13g (M13 inverso) y el M13y (M13 directo);
aunque, en determinados casos, se han utilizado cebadores especificos de la secuencia
del DNA clonado. En este dltimo caso, las condiciones son comunes a las demaés
reacciones excepto la Tm, que depende de la secuencia del cebador. Otro factor variable
es la concentracion de MgCl,, que oscila entre 1.5 y 3 mM.

Cebador M13g: 5° GTTTTCCCAGTCACGAC 3’
Cebador M13y: 5' CAGGAAACAGCTATGAC 3’

7.3. PCR A PARTIR DE FAGOS

En este caso, la PCR resulta una herramienta util para buscar fagos que
contengan clonado un DNA del que se conoce la secuencia, y a partir de la cual se ha
disefiado un cebador u oligo especifico. En este trabajo la amplificacién se realiza sobre
fagos aislados de la genoteca construida en A-ZAPII, cuyo vector contiene las
secuencias M13r y M13g. La muestra que se amplifica, parte del eluido de fagos en
tampoén SM obtenido a partir de los halos de lisis aislados en la primera ronda de
purificacion de la genoteca (ver apartadol1.1.4). En este trabajo la PCR de fagos se
lleva a cabo con el cebador M13g y el cebador especifico AMYS’. El volumen final de
reaccion es de 50 pl y se procede como se indica a continuacion:

Mezcla 1(ul/tubo)

2 pl de eluido de fagos

2.5 ul de cebador M13g (10 ug/ul)
2.5 ul de cebador AMYS' (10 pug/ul)
5 pl de tampén de PCR 10x

6 ul de MgCl, 25 mM

29 pl de agua desionizada estéril.
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Mezcla 2 (wl/tubo)

1 ul Taq polimerasa (1 U)
2 ul de dNTPs 2.5 mM

La reaccion consta de las siguientes etapas:

1 ciclo Smina94 °C
50 segundos a 94 °C
25-30 ciclos 1 mina S0 °C
1mina72°C
1 ciclo 7mina72°C

El producto de la reaccion de amplificacion se analiza en un gel de agarosa al 1%.
Cebador AMY5": 5" GGAGATGCAATCACAGCA 3’
7.4. PCR CON ENZIMAS DE ALTA FIDELIDAD

Como se menciond anteriormente, en este trabajo se utilizan polimerasas
especiales cuando se requiere una copia fiel del molde de DNA. Estas enzimas son la
Expand™ High Fidelity y la Pwo DNA Polymerase (ambas de Roche), que se
caracterizan por poseer una tasa de error de 8.5 x 10 frente a una de 2.6 x 107,
correspondiente a la Taq polimerasa convencional. Una diferencia fundamental entre
ambas es que la Pwo deja extremos romos en los insertos que amplifica, mientras que la
Expand, al ser una mezcla enzimatica de Pwo y Taq polimerasa, genera adeninas
colgantes en los extremos del inserto. Las enzimas se utilizan siguiendo las
especificaciones del fabricante. En la siguiente tabla se muestra un esquema sobre las
caracteristicas y requerimientos de ambas enzimas por separado:

Expand™ High Fidelity Pwo
| Mezcla 1 ;
| dNTPs 1 200 pM | 200 uM
| Cebador X 1300 nM | 600 nM
| Cebador Y | 300 ;M { 600 nM
| DNA molde 1 0.1-0.75 pg 10.1-0.75pg
1HO | hasta25pl(vp | hasta 25 pl (vo)
| Mezcla 2
| Tampén de PCR 10x | 1x (1.5 mM de MgClL) | 1x (2 mM de MgCly) |
| Polimerasa 1075 ul (2.6 U) 105250
i HO | hasta 25 pl (vp) | hasta 25 pl (vg)

Tabla 3. Caracteristicas de las enzimas de alta fidelidad
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El volumen final de reaccion es de 50 pl para todas las amplificaciones: 25 pl de
cada mezcla preparada por separado. La concentracion final de MgCl, oscila entre 1.5 y
2 mM. El tiempo de elongacién es de 45 s a 1 min, si el fragmento es menor o mayor a
una kilobase, respectivamente. El proceso de PCR es idéntico para ambas enzimas y se
podria resumir en los siguientes ciclos de temperatura y tiempo:

1 ciclo 2 mina 94 °C

15sa94°C
10ciclos  430saX °C (X =Tm del cebador-5 °C)
(45s-1min)a72°C

(15sa94°C
15-20 ciclos 430saX°C(X=Tm del cebador-5 °C)
(45 s- 1 min) a 72 °C + 5 s por cada ciclo de elongacion.

~

1 ciclo 7mina 72 °C

7.4.1. Adicion de adeninas a fragmentos de PCR

En el caso de utilizar la polimerasa Pwo, es necesario adicionar al producto de
PCR adeninas en los extremos si queremos clonarlo en vectores como el TOPO® o el
pGEM-T®. Para ello llevaremos a cabo el siguiente protocolo:

1. Después de la amplificacion, se afiade a la muestra 0.7 - 1 pl de Taq Polimerasa. No
es necesario cambiar el tampdn de reaccion.

2. Seincuba a 72 °C durante 8-10 min.

3. La muestra se extrae inmediatamente con un volumen de fenol:cloroformo.

4. Se afiade a la fase acuosa 1/10 del volumen de acetato sédico 3M pH 5.2 y dos
volumenes de etanol absoluto.

5. Se centrifuga a 13000 g durante 5 min a TA para precipitar el DNA.

6. Se elimina el sobrenadante y se lava el precipitado con 1 ml de etanol 80% (v/v). Se
seca el precipitado posteriormente al aire durante 1-2 min.

7. ElDNA se resuspende en tampoén TE 1x o en H,O desionizada estéril.

Tampoén TE: Ver apartado 3.3.

8. MUTAGENESIS DIRIGIDA POR PCR

Para realizar las construcciones derivadas de la region 5° no codificante
(5 UTR), descritas en el Capitulo 3 del presente trabajo, se utiliza la técnica de PCR,
para introducir mutaciones puntuales en la secuencia del DNA. El esquema de trabajo
se describe a continuacion:
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8.1. DISENO DE LOS CEBADORES

Sobre la region 5° UTR se disefian dos cebadores especificos: BamHI-UTR y
NdeI-UTR, complementarios a los extremos de la secuencia y en la orientacion
requerida para amplificar correctamente la regién comprendida entre ambos (Figura 2).
El fragmento obtenido, se clona direccionalmente en el vector puY1 en los sitios de
restriccion BamHI1 y Ndel. Las secuencias reconocidas por estas enzimas se incluyen en
cada uno de los cebadores respectivamente. Ambas Tm deben ser similares, en este caso
estan en torno a 63 °C.

Sobre la region que se quiere mutar, se disefia un cebador idéntico a la secuencia
de DNA excepto en la zona donde se introduzca la mutacion puntual. Estos cebadores
tienen Tm superiores a la de los sintetizados para los extremos de la secuencia. Para
cada uORF se disefian dos cebadores complementarios entre si: para la uORFl el Ey F;
parala2,el Gy H; parala3,ellyJ; y parala4 el Ky L. Para mutar al mismo tiempo
las uORFs 1 y 2, se disefiaron los cebadores A y B; y para mutar las uORFs 3 y 4, los
cebadores C y D.

En la siguiente tabla se presentan las caracteristicas de los cebadores sintetizados
para este estudio:

_ Cebador | Secuencia | Bases| Tm |
BamHI-UTR | 5 CTTGGATCCTCGTCTGTCTTAC 3° | 22 | 626°C |
Ndel-UTR | 5 GCTCATATGGAAGGAAGACGT 3~ || 21 | 629°C |
' Cebador-A | 5 CCAAGGGGACGATCCGCAC 3° 119 ] moCc |
| Cebador-B | 5 GTGCGGATCGTCCCCTTGG 3° 19 | 7120°C |
| Cebador-C | 5 AGATACCTGCCTTCGCCATTGAC 3° | 23 | 71.7°C |
Cebador-D | 5 GTCAATGGCGAAGGCAGGTATCT 3° | 23 | 71.7°C |
_Cebador-E | 5° CCGCAGGGATGATCCGCAC 3° |19 | 729°C |
Cebador-F | 5 GTGCGGATCATCCCTGCGG 3° I 19 1 129°C ]
Cebador-G | 5° GGGCAATCCGCACATCCAC 3~ |19 ] 703°C |
" Cebador-H | 5 GTGGATGTGCGGATTGCCC 3° {719 ] 703°C |
_ Cebador-I | 5 GCCGTATCATAAAGTTGCCTGCC 3° | 23 | 724°C |
"Cebador-J | 5 GGCAGGCAACTTTATGATACGGC 3° || 23 | 724°C |
_Cebador-K | 5 CCTTCGCCTTGGACCTGGG 3~ |19 | 71.5°C |
Cebador-. | 5 CCCAGGTCCAAGGCGAAGG 3~ |7 719 ] msec ]

Tabla 4. Cebadores diseiiados para la mutagénesis dirigida

El proceso para obtener el inserto mutado, consta de varios pasos sucesivos de
amplificacion. En todos ellos se utiliza la polimerasa Pwo (Roche), por lo que los
procesos de amplificacion por PCR se llevan a cabo segiin se describe en el apartado
7.4. En la siguiente figura se presenta un esquema de la region 5’ no codificante, donde
destacan dos pautas abiertas de lectura. Los cuadrados rojos simbolizan los ATG que se
modifican puntualmente. Las flechas indican los cebadores disefiados y utilizados para
el proceso de mutagénesis, asi como su orientacion.
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BamHI-UTR Cebador A #ORFI y uORF2 Cebador C ' uORF3 y uORF4
| m———— % S s s
e A Ap—
Cebador B Cebador D Ndel-UTR
< S'UTR >

Figura 2. Situacién de los cebadores sobre la 5" UTR

8.2. PRIMERA PCR

A continuacién y como ejemplo, se presenta un esquema del trabajo efectuado
para mutar puntualmente la uORF1 y 2 de la secuencia 5" no codificante. El llevado a
cabo para la obtencion del resto de construcciones, es idéntico.

En primer lugar se realizan dos amplificaciones por separado sobre el mismo
molde: por una parte con los cebadores BamHI-UTR y el Cebador B (generando el
inserto BamHI-B); por otra con Ndel-UTR y el Cebador C (generando el inserto

A-Ndel):

Cebador A
— -

S
Ndel-UTR

A
9

Inserto A-Ndel

8.3. SEGUNDA PCR

Tras purificar por gel los insertos BamHI-B y A-Ndel, se realiza un segundo
paso de PCR, donde se utilizan como DNA molde en la amplificacién. Los cebadores
utilizados en este caso son los disefiados para los extremos de la secuencia, esto es:
BamHI-UTR y Ndel-UTR.

Tras el ciclo inicial de desnaturalizacion, se realizan 10 ciclos con la Tm de los
cebadores A y B, para favorecer el acoplamiento de los insertos moldes por su zona
homologa:
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Inserto BamHI-B
P = 111111 Lt
Inserto A-Ndel

Posteriormente se llevan a cabo 20 ciclos donde la Tm es la de los cebadores
externos (BamHI-UTR y Ndel-UTR), lo que genera el inserto completo que incluye las
mutaciones puntuales:

BamHI-UTR

e
Ndel-UTR

9. ANALISIS SOUTHERN (Hibridacién DNA-DNA)

Estos experimentos se realizan hibridando DNA marcado radiactivamente con
+ DNA fijado a un filtro, el cual puede proceder de fagos, bacterias, producto de una
* reaccion de PCR, o bien DNA genémico.

9.1. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA Y TRANSFERENCIA A FILTRO
9.1.1. Digestion y electroforesis del gDNA

El gDNA de hongos filamentosos se obtiene y se cuantifica como se describe en
los apartados 4.3 y 3.5, respectivamente.

Alicuotas de 10-20 pug de DNA se digieren con la enzima de restriccion
correspondiente en dos fases de 3 h, afiadiendo en cada una de ellas una carga
enzimaética independiente.

Los fragmentos originados se resuelven en un gel de agarosa al 0.8% con
bromuro de etidio. La electroforesis se realiza en TAE 1x"a bajo voltaje (2V/ecm)
durante 18-24 h. Una vez cargadas las muestras se aplica durante 5 min una corriente
alta de 100 V para promover la entrada de todos los fragmentos de DNA en el gel.

Al finalizar la electroforesis, el DNA se visualiza en el gel tras irradiarlo con luz
ultravioleta. Los marcadores de peso molecular se sefialan pinchando el gel con una
aguja o una pipeta Pasteur de vidrio justo donde estan localizados y se marca la sefial
con lapiz graso o con tinta china.

A continuaciéon y antes de la transferencia, el DNA de doble cadena se
desnaturaliza, equilibrando el gel durante 20-30 min en 0.4 N de NaOH.
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9.1.2. Transferencia a membrana del DNA

Una vez incubado el gel en NaOH como se describe en el apartado anterior, se
transfiere el DNA a un filtro o membrana de nylon (Hybond™-N*, Amersham
Biosciences), cuya carga positiva facilita el proceso. El gel se coloca sobre un puente de
papel Whatman 3MM empapado en 0.4 N de NaOH, cuyos extremos permanecen
sumergidos en dicha disolucién durante todo el proceso. Sobre el gel se coloca el filtro
y sobre éste 4 6 6 papeles 3MM, previamente humedecidos en la misma soluciéon
alcalina y evitando la formacion de burbujas. Sobre el conjunto se dispone una pila de
papel absorbente, sobre la que se coloca a su vez un peso de unos 500 g La
transferencia debe transcurrir al menos durante 8 h.

Una vez finalizada, el filtro se humedece en SSC 6x para neutralizar el pH y se
deja secar a TA. Posteriormente el DNA se une covalentemente al filtro por irradiacion
con luz ultravioleta en un “cross-linker” CL-1000 (UVP, San Gabriel, USA), siguiendo
las indicaciones del fabricante.

SSC 20x: 3 M de NaCl, 0.3 M de Na;Citrato-2H,0O. Se ajusta el pHa 7.0.

9.1.3. Transferencia de productos de PCR

Los productos de PCR se resuelven en geles de agarosa como se describe en el
apartado 6.1. La transferencia y la fijacion del DNA al filtro se realizan como se ha
descrito previamente en el apartado 9.1.2.

9.1.4. Transferencia de DNA procedente de fagos

En este caso, las hibridaciones se llevan a cabo como parte del proceso del
escrutinio de la genotecas de cDNA en A-ZAP®IL, y de la genoteca de gDNA en
A-GEM®11. Este procedimiento, asi como la transferencia de los halos de lisis a los
filtros y el posterior tratamiento del DNA previo a la hibridacion, se detallan en el
apartado 11.

Por otra parte, también se realizan en este trabajo hibridaciones sobre DNA
purificado de fagos, el cual se obtiene como se describe en el apartado 4.2. Los
fragmentos de DNA, generados tras digerir con las enzimas correspondientes, se
separan en un gel de agarosa al 0.8% con una corriente de 10 V/cm de gel
aproximadamente. La transferencia de los fragmentos a la membrana se realiza como se
detalla en el apartado 9.1.2.

9.1.5. Transferencia de DNA procedente de colonias

Una forma de chequear si las colonias crecidas en medio selectivo portan el
DNA de interés, es la hibridacién con la sonda correspondiente in situ. Este método
también es conocido como Griinstein & Hogness (Sambrook e al., 1989). Antes de la
hibridacién de la membrana, se procede a la rotura celular para exponer el DNA y a su
posterior desnaturalizacion, finalizando con un proceso de neutralizacién. El
procedimiento es el siguiente:
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1. Se coloca un filtro de nylon o nitrocelulosa sobre una caja de medio selectivo

(LB+Amp100) en condiciones de esterilidad. El filtro se marca pinchandolo con

una aguja de forma asimétrica y rotulando la placa en esos mismos puntos.

Paralelamente, se prepara una caja de medio selectivo sin filtro.

Las colonias se siembran de forma ordenada sobre la membrana y se realiza una

réplica en el mismo orden en la caja carente de filtro.

Se incuban toda la noche a 37 °C.

La caja de medio con las colonias crecidas se almacena a 4 °C debidamente sellada

hasta su posterior uso. De Ia otra caja retiramos el filtro con cuidado y se procede a

su tratamiento como se detalla a continuacion.

6. Se coloca la membrana, siempre con las colonias hacia arriba y sin formar burbujas,
sobre papeles Whatman 3MM empapados en las siguientes soluciones y en el
siguiente orden:

w N

el

SDS 10% 10 min
Southern I 5 min
Southern 11 5 min
SSC 2x 5 min

7. Se dejan secar los filtros a TA.

8. Se fija el DNA al filtro con ultravioleta si se tratan de filtros de nylon; o con vacio a
80 °C durante 1 h, en el caso de tratarse de nitrocelulosa.

9. Los filtros se guardan a TA hasta ser utilizados en el proceso de hibridacion.

Southern I: 0.5 M de NaOH y 1.5 M de NaCl.
Southern H: 1 M de Tris-HCl pH 7.5 y 1.5 M de NaCl.

9.2. HIBRIDACION Y LAVADOS

El filtro se sumerge en 15-20 ml de solucion de prehibridacién y se incuba
durante al menos una h a 42 °C en un horno de hibridacion (Hybaid™ micro-4), para
bloquear los sitios de union inespecifica presentes en las membranas.

La sonda radiactiva se prepara a partir de 50-100 ng de DNA. Para el marcaje
se utiliza tanto el producto Oligolabellig Kit (Amersham Biosciences), como el
producto Random Primed DNA Labelling Kit (Roche). Ambos protocolos conllevan la
desnaturalizacion del inserto por calor, la posterior hibridacién de las cadenas de DNA
con cebadores de secuencia aleatoria y, finalmente, la sintesis de la cadena
complementaria mediante la polimerasa Klenow en presencia de dATP, dTTP, dGTP y
[o’*P]dCTP. La reaccién de sintesis ocurre a 37 °C durante 30 min-1 h.

El DNA marcado se separa del nucledtido libre, que puede unirse de forma
inespecifica a la membrana, mediante cromatografia en columnas de Sephadex G-100
(preferible a G-50), donde por gravedad se separan dos fracciones que se detectan y
siguen mediante un contador Geiger Miiller. La primera fraccién o pico contiene el
inserto marcado, que se recoge en un microtubo. La segunda fraccion, retrasada con
respecto a la primera, contiene los nucleétidos libres y se descarta.
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La sonda se desnaturaliza durante 5 min a 95 °C vy, tras incubarla en hielo 2-3
min, se afiade a 10-15 ml de solucién de prehibridacion nueva. El filtro se incuba
entonces en la soluci6n de hibridacién durante al menos 8 h a 42 °C, evitando que se
seque en algin momento.

Una vez finalizada la incubacién, la solucién se guarda a —20 °C protegida por
un recipiente de vidrio y se procede al lavado de la membrana, para eliminar la
hibridacion inespecifica, como se detalla a continuacion:

Solucion de lavado 1 20 min aRT
Solucién de lavado I 20 min a 65 °C
Solucion de lavado II 20 min a 65 °C

Tras los lavados el filtro se envuelve en papel transparente para mantenerlo
humedo y se expone a peliculas Kodak X-Ray Film o bien a peliculas ultrasensibles
Kodak Biomax MS Film a —~80 °C con pantallas intensificadoras.

Solucién de prehibridacion: 5x SSC, 0.2% de ficoll 400 (p/v), 0.2% de
polivinilpirrolidona [PVP] (p/v), 0.1% de SDS, 0.2% de seroalbumina bovina [BSA]
(p/v) y formamida al 50% (v/v).

Solucién de hibridacién: Solucién de prehibridacion con la sonda radiactiva.

Solucién de lavado I: 2x SSCy 0.1% de SDS.

Solucién de lavado I1: 0.2x SSC y 0.1% de SDS.

SSC 20x: Ver apartado 9.1.2.

En los experimentos de hibridacion en condiciones menos restrictivas, el
porcentaje de formamida usado en la solucion de hibridacion es del 35%, y los lavados
se hacen a menor temperatura.

9.3 DESHIBRIDACION DEL FILTRO

Para deshibridar la membrana, ésta se incuba con agitacién con una solucién
hirviendo de 0.1% de SDS, hasta que la solucién alcance la temperatura ambiente. Se
comprueba si quedan restos de hibridacion exponiendo el filtro a una pelicula como se
detalla en el apartado anterior.

10. ANALISIS NORTHERN (Hibridacién DNA-RNA)

10.1 ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE DE RNA. TRANSFERENCIA
A FILTRO

La electroforesis del RNA total se realiza en geles de agarosa al 1.2 % con
tampon northern 1x y 0.22 M de formaldehido, que mejora la resolucion de la muestra.
Para preparar el gel se funde primero la agarosa en el volumen de agua correspondiente,
se deja enfriar un poco y se afiade entonces el tampon northern y el formaldehido (en
campana de extraccion, ya que es toxico).

Se analizan 10 pg de RNA total. Por cada 4.5 pl de RNA se afiaden 15.5 ul de
RNA-Mix y 3 ul de tampén de carga 10x. La muestra se calienta a 55-60 °C durante 5-
10 min, para eliminar las estructuras secundarias. Se incuba posteriormente en hielo
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durante 2-3 min y se carga en el gel. La electroforesis se lleva a cabo en tampon
northern 1x y 0.22 M de formaldehidoa 75 V.

Tras la electroforesis, el gel se lava durante 5 min en agua destilada, para
eliminar parte del formaldehido y posteriormente de equilibra en solucién SSC 20x
durante 20 min. El RNA se transfiere por capilaridad a una membrana de nylon como se
describe en el apartado 9.1.2, utilizando en este caso como solucion de transferencia la
misma con la que se equilibré el gel previamente. De igual forma, la membrana se
irradia con luz ultravioleta para unir covalentemente el acido nucleico al filtro.

La visualizacion del RNA transferido se realiza mediante una tincién reversible,
que permite conocer la calidad de la transferencia y comparar la carga entre los distintos
carriles. Para ello se sumerge el filtro en solucién de tincién durante 2-3 min. Se retira
la solucién y se lava con abundante agua destilada hasta que se perciban nitidamente las
bandas sobre la membrana. Con ayuda de un lapiz himedo se marcan los pocillos y se
orientan las muestras.

Tampén northern 10x: 0.2 M de MOPS, 80 mM de acetato sédico y 10 mM de EDTA.
El pH se ajusta a 7.0 con ayuda de NaOH. Se esteriliza por autoclave, cambiando
entonces a color amarillo.

Tampoén de carga 10x: Ver apartado 6.2.

Soluci6n de tincion: azul de metileno al 0.02% (p/v) en acetato soédico 0.3 M pH 5.5.

10.2. HIBRIDACION Y LAVADOS

La hibridacion y lavados de la membrana se realizan en las condiciones descritas
en el apartado 9.2.

10.3. SLOT BLOT

Cuando son numerosas las muestras que queremos analizar, se chequean éstas
mediante el Slot-Blot. Basicamente consiste en un colector con multiples orificios
idénticos entre si, que permite depositar sobre una membrana un gran numero de
muestras. El tamafio de la muestra depositada es equivalente en todos los casos, por lo
que se analiza la expresion diferencial de un gen por la sefial de hibridacidn, sin cometer
errores relacionados con el area de la muestra en si depositada sobre el filtro.

En este trabajo, se ha utilizado un dispositivo comercial (Scheiler & Shuell), que
consta de dos bloques de metacrilato, con 96 orificios distribuidos regularmente;
sellados entre si y conectados a una bomba de vacio. Entre ambos bloques se coloca la
mebrana sobre la que se depositan las muestras. El protocolo seguido se¢ detalla a
continuacion:

1. Se corta una porcién de membrana de nylon equivalente al area del bloque. Se
humedece el filtro en agua y se incuba en SSC 20x durante 1 h a TA.

2. Se lava el dispositivo con 0.1 N de NaOH y posteriormente con agua estéril.

3. Se colocan dos papeles de filtro humedecidos en SSC 20x sobre la zona de
absorcion.

4. Se coloca la membrana eliminando cualquier posible burbuja.

Se coloca el otro bloque del dispositivo sobre el filtro, se¢ cierra herméticamente y se

conecta a la bomba de vacio.

W

42



oo =

10.
11.

12.
13.
14.

15.

11.

Materiales y Métodos

Se rellenan los huecos con SSC 10x y se aplica vacio hasta que pase completamente
la solucion a través del filtro. Se desconecta la bomba.

Se rellena de nuevo con SSC 10x.

Se preparan las muestras mezclando: 5 pg de RNA (en 10 pl de agua-DEPC), 20 pl
de formamida 100%, 7 ul de formaldehido 37% y 2 ul de SSC 20x. El volumen
final no es critico. Las concentraciones finales son 50% de formamida (v/v), 7% de
formaldehido (v/v) y 1x de SSC.

Se incuba la muestra durante 15 min a 68 °C y se pasa a hielo posteriormente.

Se afiaden 2 volamenes de SSC 20x a cada muestra.

Se conecta el vacio para que se filtre el SSC 10x depositado previamente. Se
desconecta la bomba.

Se cargan las muestras en los pocillos. Se conecta de nuevo la bomba.

Se lava dos veces la muestra con 1 mi de SSC 10x.

Tras el segundo lavado, se continia la absorcion durante 5 min para secar la
membrana.

Se desconecta ¢l vacio, se seca el filtro al aire. Se fija covalentemente el RNA y se
tifie la membrana con azul de metileno como se detalla en el apartado 9.1.2. y 10.1
respectivamente.

ESCRUTINIO DE GENOTECAS

11.1. ESCRUTINIO DE LLA GENOTECA DE gDNA EN A-GEM®11

11.1.1 Preparacion de la cepa hospedadora

1.

2.

Se refresca la cepa de E. coli LE392 en una placa de LB suplementada con 10 mM
de MgSO,. Se crece durante toda la noche a 37 °C.

Se inocula una de las colonias crecidas en la placa en 3 ml de LB con 10 mM de
MgSO, y 0.2% de maltosa (p/v). Se incuba a 37°C con agitacion toda la noche.

Se afiade 1ml del prein6culo anterior a 50 ml de medio LB suplementado con
MgSO, y maltosa.

Se incuba a 37 °C hasta que la ODgg del cultivo esté entre 0.3-0.4.

Se centrifugan las células a 4 °C durante 10 min a 4000 g.

El sedimento de células se resuspende en 10 mM de MgSO; frio, de forma que la
ODggo sea de 0.5.

Las células se mantienen viables a 4 °C durante un par de semanas. Aunque para la
transduccion, los cultivos frescos son mas eficientes.

11.1.2. Infeccién por el fago

1.

2.

3.

Se realizan diluciones de la genoteca de 10™, 10°y 10® para titular el contenido de
fagos, haciendo un recuento del niimero de halos de lisis producidos sobre ¢l césped
bacteriano tras el proceso de infeccion y plaqueo en medio solido. Se preparan 50 pl
de la dilucién que genere halos de lisis no confluentes, para poder aislar calvas.

Para la transduccién, se mezclan 50 ul de la dilucion correspondiente de fagos con
800 ul de la suspension de bacterias LE392.

Se incuba la mezcla a 37 °C durante 30 min.
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A la mezcla de fagos y bacterias se le afiaden 3-4 ml de agarosa de cobertera
precalentada a 42 °C y se extiende en una placa de medio LB suplementada con 10
mM de MgSO,. Se deja enfriar S min a TA.

Una vez solidificado el agar, las cajas se incuban en posicién invertida durante toda
la noche a 37 °C. Para ralentizar el crecimiento de los halos se incuban a 30 °C.

Una vez que aparecen los halos de lisis, las placas se almacenan durante 10-15 mina
4 °C para que el agar se endurezca y sea mas facil la preparacidn de los filtros.

11.1.3. Preparacion e hibridacion de filtros

Para aislar los halos de lisis que contienen el DNA de interés, los fagos se

transfieren a filtros y se analizan por hibridacion cuales generan una sefial positiva. Para
ello se procede de la siguiente manera.

1

2.

SNk

7.

El filtro de nylon se coloca sobre los halos de lisis, hasta cubrir la placa evitando la
formacion de burbujas. Se marca el filtro con un lapiz humedo.

Con una aguja se realizan pinchazos asimétricos a través del filtro y el medio. Con
ayuda de un transiluminador se visualizan las marcas de los pinchazos en la base de
la caja y se rotulan.

Tras 1-2 min, se retira con cuidado el filtro de la caja. Se coloca de nuevo otro filtro,
que sirve de réplica, y se marca de la misma forma pero con otro color para poder
distinguirlo. Se coloca sucesivamente la membrana la membrana con los halos hacia
arriba, sobre filtros 3MM empapados en las siguientes soluciones y en el siguiente
orden :

Southern I 10 min
Southern II 10 min
SSC 2x 10 min

Se deja secar la membrana sobre papel de filtro con el DNA hacia arriba.

Se repite la misma operacion con el filtro réplica.

Se fija el DNA covalentemente con luz ultravioleta, como se indica en el apartado
9.1.2. Si no se utilizan en el momento, las membranas se almacenan a TA,
colocando papeles de filtro entre ellas.

Se procede a la hibridacién como se indica en el apartado 9.2.

11.1.4. Aislamiento de los halos de lisis peositivos

L.
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Tras revelar las peliculas expuestas, se verifica si las sefiales correspondientes a la
hibridacion aparecen en el filtro réplica, para descartar hibridaciones inespecificas.
Se seleccionan sélo las sefiales que aparecen en ambos filtros.

La pelicula se posiciona sobre la caja correspondiente y con ayuda de un
transiluminador, se seleccionan las calvas positivas en la hibridacion.

Se aisla el halo de lisis con ayuda de una pipeta Pasteur o bien de una punta de
micropipeta de 1 ml cortada.

A la porcién de agarosa aislada se le afiade 1 ml de tampén SM, para fluir los
fagos; y un par de gotas de cloroformo, para eliminar las bacterias.

Los fagos eluidos en SM se almacenan a4 °C.
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Agarosa de cobertera: 7 g/l de agarosa en LB.
Tampén SM: Ver apartado 4.2.
Southern 1y II: Ver apartado 9.1.5.

11.2. ESCRUTINIO DE LA GENOTECA DE c¢DNA EN A-ZAP®II

En este caso se utiliza para la infeccién la estirpe de E. coli XL1-Blue MRF'. El
proceso de obtencion de células y de aislamiento de halos de lisis es similar al descrito
en el apartado 11.1; excepto que las bacterias se refrescan antes de realizar el
preinéculo, en medio LB suplementado con tetraciclina (12.5 pg/ml). La obtencion,
titulacién y amplificacién de la genoteca, asi como las caracteristicas principales del
vector utilizado se describen de forma mas detallada en el apartado 22 de Materiales y
Métodos.

El vector Uni-Zap XR (Stratagene), utilizado en la construccion de la genoteca
de cDNA, permite obtener bacterias portadoras del DNA de interés a partir de los fagos
positivos seleccionados en el escrutinio. A partir del vector, se obtiene por escision el
fagémido pBluescript con el cDNA clonado de forma dirigida.

Para ello, son necesarias las proteinas del fago ayudante o “helper” (ExAssist
Helper Phage, Stratagene), que en este caso es el bacteriofago M13. Estas proteinas
reconocen ¢l iniciador que se halla en el vector. Una de estas proteinas genera un corte
en el DNA a partir del cual comienza a sintetizarse una nueva cadena hasta la sefial de
terminacion. La cadena sencilla se circulariza gracias al producto del gen II del fago
M13. El DNA comprendido entre el iniciador y el terminador incluye la secuencia del
fagémido pBluescript SK(-) y el inserto de cDNA clonado en el vector de lambda. Este
proceso de “subclonaje”, deja fuera todas las demas secuencias del vector original, ya
que estan fuera de la zona comprendida entre el iniciador y el terminador.

La cepa SOLR se utiliza en el proceso de escision, ya que elimina cualquier
problema de co-infeccion del fago “helper”. El bacteriofago M13 posee una mutacion
ambar, para la cual la estirpe SOLR no es supresora, lo que impide que se replique
exitosamente en la bacteria.

11.2.1. Escision in vivo por medio del sistema ExAssist/SOLR

Se utiliza el eluido de fagos obtenidos a partir de los halos de lisis positivos
aislados en el escrutinio de la genoteca de cDNA. Las calvas se aislan como se describe
en el apartado 11.1.4. La obtencion del fagémido a partir del fago lambda se detalla en
el siguiente protocolo

1. Se refrescan las cepas XL1-Blue MRF'y SOLR en LB suplementado con
tetraciclina y kanamicina respectivamente (apartado 2.1)

2. Se crecen las estirpes bacterianas en LB liquido con maltosa al 0.2 % (p/v) y 10 mM
de MgSO,, durante la noche a 30 °C.

3. Se centrifugan los cultivos a 1000 g. Se resuspende el precipitado de células en 10
mM de MgSO, hasta una ODggo = 1.0.

4. Se mezclan en un tubo de polipropileno 200 ul de XL1-Blue MRF‘a ODsoo = 1.0,
250 ul del eluido de fagos (que contenga aproximadamente > 1. 10° particulas
viricas) y 1 pl de fago ExAssist helper phage (>1.10° pfv/ p).

5. Seincuba la mezcla a 37 °C durante 15 min.
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Se afiaden 3 ml de medio LB con maltosa y MgSO, y se incuban 2.5-3 h a 37 °C con
agitacion.

Se incuba durante 20 min a 65-70 °C y se centrifuga posteriormente a 1000 g
durante 15 min.

En un tubo de polipropileno se recoge el sobrenadante. Este contiene el fagémido
escindido en forma de particulas de fago filamentoso. Puede almacenarse a 4 °C
durante 1-2 meses.

Para la obtencion de colonias portadoras del pBluescript con el cDNA de interés
clonado, se afiaden en dos microtubos 200 pl de la suspension fresca de SOLR
preparada previamente. Se afiaden 100 y 10 pl, respectivamente, del sobrenadante
de fagos obtenido en el apartado anterior.

Se incuba durante 15 min a 37 °C.

Se siembra una alicuota de cada tubo en placas de medio LB con ampicilina (50
pg/ml). Se incuba durante la noche a 37 °C.

Las colonias que aparecen en la placa, portan el fagémido pBluescript en doble

cadena, con el cDNA de interés clonado. La estirpe SOLR no es resistente a ampicilina,
por lo que sélo las bacterias portadoras del vector crecen en el medio selectivo.

12.

TRANSFORMACION DE MICROORGANISMOS

12.1. TRANSFORMACION DE E.coli

12.1.1. Método quimico

12.1.1.1. Preparacion de células competentes

1.

2.

o v

® =

10.

Se refresca la cepa de £. coli en una placa de LB con tetraciclina (12.5 mg/l). Se
deja crecer durante la noche a 37 °C.

Se inocula una colonia en 5 ml de medioW. Se crece el preinoculo a 37 °C con
agitacion hasta que la ODggg sea aproximadamente 0.3 (unas 2-3 h).

Se utiliza este precultivo para inocular 150 ml de medio W precalentado a 37 °C. Se
incuba con agitacion vigorosa (250-350 rpm) hasta que la ODggo del cultivo sea 0.5
(aproximadamente 2.5-3 h).

El cultivo se transfiere a botellas de centrifuga de 200 ml, previamente enfriadas, y
se incuba en hielo 2-3 min.

Se centrifuga en frio durante 10 min a 2500 g.

El precipitado de células se resuspende en 50 ml de TFB I frio. Se incuba en hielo
durante 15 min.

Se centrifuga en frio durante 10 min a 2500 g.

Se descarta el sobrenadante y las células se resuspenden suavemente en 10 ml de
TFB II frio.

Se dispensan en alicuotas de 200 pl en tubos de 1.5 ml previamente enfriados a —20
°C y se congelan rapidamente en N; liquido.

Los viales se almacenan a —80 °C. Se determina la eficiencia de transformacién por
ug de DNA con un vector de concentracién conocida.

Medio'¥: 20 g/1 de bacto-triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 15 mM de MgSO,y 10
mM de KCI. Se ajusta el pH a 7.6 con KOH y se esteriliza en autoclave.
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TFB I: 100 mM de RbCl, 50 mM de MnCl,-4H,0, 30 mM de acetato potasico, 10 mM
de CaClyH,O y glicerol al 15% (v/v). Se disuelven los reactivos en ¢l orden indicado.
El pH se ajusta a 5.8 con 0.2 M de 4cido acético. Se esteriliza por filtracién y se guarda
a-20°C.

TFB II: 10 mM de MOPS, 10 mM de RbCl, 75 mM de CaCl,-2H,0, glicerol al 15%
(v/v). El pH se ajusta a 6.8 con NaOH. Se esteriliza por filtracion y se guarda a 20 °C.

12.1.1.2. Transformacioén por choque térmico

1. Las células competentes se descongelan en hielo. A continuacion se mezclan con el
DNA. La transformacion se lleva a cabo al menos con 10 ng de DNA, el cual no
debe sobrepasar 1/10 del volumen de la alicuota de las células.

Se incuba la mezcla 20 mina 4 °C.

Se incuba la mezcla a 42 °C durante 1 min.

Se pasa inmediatamente a hielo y se mantiene en frio 2-3 min.

Se afiade 1 ml de LB y se incuba a 37 °C durante 30 min-1 h.

Se centrifuga durante 5 min a 5000 g.

Se elimina casi todo el sobrenadante, se resuspenden las células en el medio restante
y se siembran en el medio de seleccion adecuado. Se incuba a 37 °C al menos 8 h.

Nownk LN

12.1.2. Electroporaciéon
12.1.2.1. Preparaci6n de células electrocompetentes

1. Se refresca en medio rico la cepa de E. coli que vaya a usarse. Se incuba durante la
noche a 37 °C.

2. Se inocula una colonia en 20 ml de medio SOB sin magnesio.

3. Se diluye 1/100 en 500 ml del mismo medio. Se incuba con agitacion vigorosa hasta
que la ODgg sea de 0.8 (aproximadamente 3-4 h).

4. Se centrifuga el cultivo durante 5 min, a 5500 g y 4 °C, en botellas de 200 ml
enfriadas previamente,

5. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 200 ml de glicerol al
10 % (v/v) estéril y frio.

6. Se centrifuga durante 7 min a 5500 g a 4 °C.

7. Se elimina el sobrenadante y se resuspenden las células en 200 ml de glicerol al
10 % estéril y frio.

8. Se centrifugan durante 15 min a 5500 ga 4 °C

9. Las bacterias se resuspenden en 50 ml de glicerol al 10 % estéril y frio.

10. Se centrifugan durante 10 min a 5500 g a 4 °C.

11. Se resuspende el sedimento en 6-8 ml de glicerol al 10% estéril y frio.

12. Las bacterias se dispensan en alicuotas de 200 pl y se congelan rapidamente en N,
liquido.

13. Los viales se almacenan a —80 °C. Se determina la eficiencia de transformacion por
pg de DNA con un vector de concentraciéon conocida. Este método de
transformacion es mas eficiente que el de choque térmico.

Medio SOB: 20 g/l de triptona, S g/l de extracto de levadura, 0.5 g/l de NaCl, 5 ml de

KCl1 250 mM. Se ajusta el pH a 7.0 con NaOH vy se esteriliza en autoclave. Se afiaden
posteriormente 5 ml de MgCl,2 M.
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12.1.2.2. Transformacion

1.

Se descongelan las células electrocompetentes en hielo durante 15 min.

2. Se mezclan 5-10 pl DNA (en agua estéril, sin contenido en sales) con las células

N o

competentes. Se incuban 5 min en hielo.

Se pasa la mezcla a la cubeta de electroporacion (previamente enfriada a —20 °C). Se
procura que quede en el fondo de la cubeta entre las dos laminas metalicas.

Se seca la cubeta y se electropora. Los parametros de la electroporacion dependen
del tipo de cubeta y del microorganismo. En este trabajo se utilizan 2.5 KV, 200 Q y
25 pFD. El tiempo de electroporacion debe estar en torno a 4.7-5 ms.

Se afiade inmediatamente 1 ml de LB o cualquier otro medio rico y se pasa a un
tubo de 1.5 ml.

Se incuba a 37 °C durante 45-60 min.

Se centrifuga 5 min a 5000 g y se siembra en medio selectivo.

12.2. TRANSFORMACION DE LEVADURAS

Se utiliza el protocolo de transformacion de levaduras en fase estacionaria,

descrito por Chen et al. (1992). Consta de las siguientes etapas:

L.

®© N

o

10.

Para la obtencion de biomasa se parte de medio sélido. Para ello, se refresca la cepa
de levadura en medio YPD. Una vez crecidas las colonias, se rasca con una punta de
micropipeta un grumo de biomasa, que permite realizar aproximadamente 5
transformaciones. La biomasa de un cultivo en medio liquido se obtiene de 1 ml de
cultivo de ODggo en torno a 2.0. Se centrifuga durante 10 segundos a 13000 g para
recoger las células.

Una vez obtenida la biomasa, las células se lavan con 1 ml de H,O destilada estéril.
Se centrifuga a 13000 g durante 10 segundos.

Se resuspenden las células en el volumen deseado de agua, teniendo en cuenta que
para cada transformacion se usan 20 ul de la suspension (incluyendo el control sin
transformar).

En un tubo de 1.5 ml, se mezclan 20 pl de la suspensién y 1 ug del plasmido con el
que se quiere transformar (sin tratar con RNasa tras su obtencién, ya que el RNA
favorece el proceso de transformacion).

Se afiaden 2 pl de DNA de esperma de salmén (10 mg/ml).

Se afiaden 100 ul de tampén One-Step y se mezcla inmediatamente.

La muestra se incuba 30 min a 42 °C.

Se aflade posteriormentel ml de H,O estéril y se centrifugan a 5000 g durante 3
min,

A continuacion, se lavan las células con 1 ml de H,O estéril.

Se centrifugan a 5000 g durante 3 min y se siembra el sedimento en el medio
selectivo adecuado (el control sin transformar se siembra en medio rico).

Esperma de salmén: Se disuelve DNA de esperma de salmén tipo III (Sigma) en TE
pH 8.0 a una concentracion final de 10 mg/ml. Se deja toda la noche a 4 °C. Se sonica
durante 10 segundos a 100 W. Posteriormente se aflade un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Se agita vigorosamente y se centrifuga
10 min a 10000 g. Se recoge la fase acuosa y se extrae con cloroformo. Se centrifuga de
nuevo durante 30 min. Se recoge la fase acuosa y se afiade 1/10 del volumen de acetato
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sodico 3 M pH 5.2 y 2 volimenes de etanol absoluto. Se incuba a -20 °C durante 30
min. Se centrifuga posteriormente 10 min a 10000 g y se lava el precipitado con 1 ml de
etanol 70%. Se resuspende en TE hasta una concentracion final de 10 mg/mi. Se incuba
durante 20 min a 100 ° C y se enfria en hielo. Se dispensa en alicuotas y se almacena a
-20 °C.

Tampdén One-Step: 0.2 M de acetato de litio, PEG 6000 (o en su defecto PEG 3350) al
40 % (p/v), 100 mM de DTT. Los componentes se preparan por separado en soluciones
concentradas que se esterilizan por filtracién. Se suelen preparar antes de usarlos,
aunque también pueden guardarse a -20 °C.

12.3 TRANSFORMACION DE T.harzianum

El proceso de transformacion de 7. harzianum se realiza siguiendo el protocolo
descrito por Penttild et al. (1987). El método consta de dos partes: una primera en la que
se obtienen y purifican protoplastos a partir de micelio joven y una segunda en la que los
protoplastos se cotransforman con dos plasmidos. Por un lado, con el el vector p3SR2,
portador del marcador de seleccion; que en este caso es el gen amdS de A. Niger, que
codifica la acetamidasa. Por otro, con la construccion de interés, que en este trabajo ha
sido: pLMRS3, pLMRS3-GLA66, pZEGA1, pZEGA33, pRLMex60 y pMDIJ1. El
protocolo se detalla a continuacion

12.3.1. Obtencién de protoplastos

1. Se utilizan 20 cajas de PPG por transformacion, cubiertas por discos de celofan
previamente preparados como se describe en el apartado 2.3.2.

2. Se inoculan de 3-5.10° de esporas de Trichoderma por caja de medio. La dilucién de
esporas se prepara previamente en NaCl al 0.9 % (p/v).

3. Se incuban las cajas a 28 °C durante 16-20 h, hasta que se percibe el micelio sobre el
celofan.

4. Se transfieren los celofanes a una caja Petri de 15 cm de diametro que contiene 15-
20 ml solucién de enzimas liticos de pared. Se agitan suavemente los celofanes con
una pinza hasta que el micelio se desprende.

5. Se incuban de 2 a 3 h a 30 °C con agitacion suave. La formacion de los protoplastos
se sigue mediante el microscopio.

6. Se filtra la suspension de protoplastos a través de lana de vidrio. Se lava la lana con
10 ml de la solucion anterior (carente en este caso de los enzimas).

7. Se afiade un volumen de 0.6 M de sorbitol-0.1 M de Tris-HCl pH 7.0 evitando que
se mezclen las fases y se centrifuga a 4000 g durante 15 min, en un rotor basculante.

8. Se recogen con ayuda de una pipeta Pasteur los protoplastos, que se localizan en la
interfase formada. Se afiade un volumen de 1.2 M de sorbitol-10mM de Tris-HCl
pH 7.5 y se centrifuga a 4000 g durante 5 min en una centrifuga de rotor basculante
a 15-18°C.

9. Se lava el precipitado dos veces repitiendo el paso 8.

10. Se resuspenden en 400-800 ul de 1.2 M de sorbitol-10mM de CaCl2 10 mM de Tris

pH 7.5. El nimero de protoplastos se determina en una camara de Burker.
11. Para seguir el grado de regeneracion se siembra una dilucion de los protoplastos en
medio no selectivo.
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12.3.2. Cotransformacion de protoplastos

1. Se mezclan 20 pl de la solucién de DNA en TE (3-5 ug p3SR2 y 10 veces mas del
vector que porta la construccion de interés) y 200 pl de solucion de protoplastos
(5. 104-5. 106) en un tubo de 10 ml. Como control, se mezclan 200 ul de protoplastos
con 20 ul de TE.

2. A continuacion se afiaden lentamente 50 ul de 25% PEG 6000-50mM CaCl-10
mM Tris pH 7.5 y se incuba la mezcla 20 min en hielo. Posteriormente, se afiaden 2
ml de la solucion anterior y se homogeniza por inversion. Se incuba 5 min a TA.

3. Finalmente, se afiade a la mezcla de transformacion 4 ml de sorbitol-CaCl2-Tris.

4. Se siembran distintas diluciones (en un volumen final de 100 pl) de los
transformantes y del control en medio selectivo y no selectivo, respectivamente,
mezclandolos con agar de cobertera a 50°C.

5. Tras 5-10 dias comienzan a aparecer las colonias de los transformantes, los cuales se
pasan a un medio de estabilizacién o medio selectivo con Tritén X-100. Estos
subcultivos se realizan un minimo de cuatro veces antes de transferir los
transformantes a medio no selectivo.

Solucién de enzimas liticos: Se prepara una solucion 10 mM de fosfato sodico pH 5.8 y
1.2 M de MgSO,. Posteriormente se le afiaden enzimas liticos de pared (Lysing
Enzymes, Sigma) a una concentracion de 5 mg/ml.

Medio no selectivo: MM como se describe en el apartado 2.3.2, con 20 g/l de glucosa y
182.2 g/l de sorbitol (1 M). Para medio sélido, se afiaden 18 g/l de agar y para agar de
cobertera se afiaden 30 g/1, el cual se mantiene a 50 °C tras fundirlo.

Medio selectivo: MM como se describe en el apartado 2.3.2, con 20 g/l de glucosay 1M
de sorbitol. Para medio sélido, se afiaden 18 g/l de agar noble (Difco). Para agar de
cobertera se afiaden 30 g/l de agar noble. Después de esterilizarlo por autoclave, se
afiaden CsCl hasta 12.5 mM y acetamida hasta 10 mM. El agar de cobertera se mantiene
a 50 °C tras fundirlo.

Medio selectivo con Tritén X-100: MM como el descrito en el parrafo anterior pero sin
sorbitol y con Tritén X-100 a una concentracién final de 0.1% (v/v). Este medio se
utiliza para la estabilizacién de los transformantes.

13. ANALISIS DE PROTEINAS

13.1. EXTRACCION DE PROTEINAS

13.1.1. Extraccién de proteinas totales

13.1.1.1. De bacterias

1. Se utiliza 1 ml de un cultivo que esta al final de la fase exponencial. Se toma 1 mly
se centrifuga a 13000 g durante 30 segundos.

2. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 100 ul de tampén
Laemmli 2x (Laemmli, 1970).

3. Se incuba la mezcla a 95 °C durante 5 min.
4. Se centrifuga posteriormente a 13000 g durante 1 min.
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5. Se recupera el sobrenadante, que contiene las proteinas solubles, y se guarda a
—80 °C. El precipitado contiene restos celulares.

Tampoén Laemli 2x: 160 mM de Tris-HCI pH 8.0, 20 % de glicerol (v/v), 2% de SDS,
10% de B-mercaptoetanol (v/v). Antes de cargar la muestra en el gel, se le afiade azul de
bromofenol al 0.1% (p/v).

Nota: Para preparar tampdén Laemmli 4x se mezclan en un volumen final de 10 ml: 2.1
ml de SDS al 20 % (p/v), 2.5 ml de Tris-HCl IM pH 6.8, 1 ml de B-mercaptoetanol y
4.6 ml de glicerol.

13.1.1.2. De levaduras

Se toma 1 ml de cultivo con una ODggo de 0.8.

Se centrifuga 30 segundos a 13000 g y se elimina el sobrenadante.

El sedimento de células se lava dos veces con agua destilada estéril.

Las levaduras se resuspenden en 100 pl de tampén YEB en frio y se pasan a un
tubo de 5 ml. Se aflade PMSF hasta una concentracion final de 1 mM y 1/3 del
volumen de perlas de vidrio de 0.5 mm de diametro (enfriadas previamente a 20
°C).

5. Se agita vigorosamente la mezcla en 4 ciclos de 30 segundos cada uno. Entre cada
ciclo, se incuba la mezcla 2 min en hielo.

Se recoge ¢l sobrenadante y se pasa a un tubo de 1.5 ml.

Se centrifuga a 13000 g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se almacena a —80
°C hasta su uso.

el .

No

Tampén YEB: 50 mM de KH,PO, pH 7.8, 1 mM de DTT e inhibidores de proteasas
Complete™ (Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) a concentracién final 1x. El
PMSF se afiade justo antes de la rotura con las perlas de vidrio, debido a su
inestabilidad a pH neutro.

13.1.1.3. De T. harzianum

*Para la obtencion de proteinas de la fraccion soluble se procede de la siguiente
manera;

Se pulveriza el micelio en un mortero y en presencia de nitrégeno liquido.

Se resuspende en 3 volimenes de tampén de extraccion.

Se homogeniza a TA, mezclando por inversion varias veces

Se centrifuga a 5000 g durante 5 min para retirar el material insoluble. Se guarda el
sobrenadante a —80 °C.

s

Tampén de extraccién: 20 mM de Tris-HCl pH 8.0, 50 mM de glicina e inhibidores de
proteasas Complete™ (Roche) a concentracion 1x.

*Para obtener proteinas totales a partir de micelio pulverizado:
1. Se resuspende la muestra con 5 voliimenes de tampén Laemmli 2x, o bien de 6 M de
urea. '

2. Se incuba durante 5 min a 95 °C.
3. Se centrifuga el extracto a 5000 g durante 5 min para eliminar el material no
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solubilizado.
4. Se guarda el sobrenadante a —80 °C.

13.1.1.4. De material vegetal

Se pulveriza el material en presencia de nitrogeno liquido, se resuspende en
tampon Laemmli 2x y se incuba a 95 °C durante 5 min. Tras centrifugar la muestra como
en los casos anteriores, se recupera el sobrenadante y se almacena a —~80 °C.

13.1.2. Obtencion de proteinas extracelulares de 7. harzianum

En determinados experimentos de induccién de 7richoderma, se requiere el
andlisis de la fraccion proteica extracelular. El protocolo seguido se detalla a
continuacion

1. Se filtra el cultivo, tras el periodo de induccidn, como se describe en el apartado
2.3.2.; separando el micelio del medio de cultivo.

2. Se recoge el sobrenadante y se le afiade (NH;),SO, hasta una concentracion final del

52 %.

Se incuba a 4 °C al menos 2 h.

Se centrifuga a 13000 g durante 30 min.

Se retira el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 1 ml de agua destilada

estéril.

6. Se dializa 18-24 h a 4 °C, frente a agua estéril o frente al tampon requerido en el
caso de medir posteriormente una actividad enzimatica concreta. Para ello se
utilizan tripas de dialisis (Dialysing Tubing, Sigma).

7. Se recupera el contenido de la tripa con una micropipeta y se centrifuga durante 5
min a 13000 g.

8. El sobrenadante se almacena a ~80 °C.

Sk W

Tripas de didlisis: Para su preparacion, se cortan porciones de unos 10-20 cm
aproximadamente. Se hierven durante 10 min en bicarbonato sdodico al 2% (p/v) y 1 mM
de EDTA pH 8.0. Se lavan las tripas con agua destilada y se hierven de nuevo en 1 mM
de EDTA pH 8.0. Una vez frias se almacenan a 4 °C. Antes de utilizar cada tripa, se lava
por dentro con agua estéril antes de introducir la muestra.

13.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

El procedimiento para cuantificar las proteinas contenidas en una solucion,
depende de la composicidn del tampén en el que se encuentren. En este trabajo, se han
utilizado los dos métodos detallados a continuacién.
13.2.1. Método de Bradford

El método de Bradford (1976) es rapido y sencillo, pero no se utiliza con

muestras proteicas que contengan detergentes (SDS, Triton X-100 6 NP-40) a
concentraciones superiores al 0.2%, como el tampon Laemmli.
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Para la cuantificacion, se afiaden 20 pl de muestra a 1 ml de solucién Bradford.
Paralelamente y del mismo modo, se realiza una recta patron de referenciacon 0, 1, 2, 5,
10 y 15 pg de BSA. Se mide la OD a 595 nm. Los valores de absorbancia de las
muestras se extrapolan a la concentracién de proteinas en la recta patron.

Solucién Bradford: Se diluye la solucién Bradford 5x (BioRad) en agua destilada
1:5.

13.2.2. Método de Lowry modificado

Este método permite determinar la concentracion de proteinas en soluciones con
detergentes. El método, inicialmente descrito por Lowry (1951), fue posteriormente
modificado por Bensadoun y Weinstein (1976). Se procede de la siguiente forma:

1. Se afiaden 5-10 ul de muestra a 600 pul de agua desionizada estéril.

2. Seafiaden 5 pl de una solucién de deoxicolato s6dico al 2% (p/v). Se agita la mezcla
y se incuba durante 15 min a TA.

3. Se afiaden 200 ul de una solucién de TCA al 24% (p/v) para precipitar las proteinas.
Se mezcla bien y se centrifuga posteriormente a 6500 g durante 30 min a TA.

4. Se resuspende el precipitado en 1.4 mL de reactivo D. Se afladen inmediatamente
100 ul de Folin-Ciocalteus (Merck, Darmstadt, Alemania) diluido 1:1 en agua.

5. Tras incubar 45 min en oscuridad, s mide la absorbancia a 660 nm. La
concentracion de proteina se extrapola a partir de los valores obtenidos para la recta
patrén llevada en paralelo.

Reactivo C: 20 g de CO3Na, 10 ml de Tartrato NaK al 2% (p/v), 6.2 ml de NaOH 16 N.
Se disuelve en primer lugar el CO3Na en 900 ml de agua, y se afiaden posteriormente el
resto de los componentes. Se completa el volumen hasta 1 litro.

Reactivo D: 50 ml de reactivo C, 0.5 ml de CuSO4-5H20 al 1.4% (p/v). Se prepara
inmediatamente antes de su uso.

13.3 ELECTROFORESIS MONODIMENSIONAL DE PROTEINAS

Las proteinas se separan por su peso molecular mediante electroforesis en geles
de poliacrilamida y SDS (SDS-PAGE), segin el método descrito por Laemmli (1970).
Las muestras se resuelven en un sistema discontinuo consistente en un gel de
apilamiento (“stacking”) y un gel de separacién, en un equipo Mini Protean® 1I
(BioRad) a un voltaje constante de 200 V. El tiempo de electroforesis dependera de la
resolucion requerida en las muestras, segin el porcentaje de acrilamida que contenga el
gel.

Las muestras se preparan en tampon de carga Laemmli 1x, se incuban durante 5
min a 95 °C y se disponen en el gel, cubierto con tampén de electroforesis. Como
patrén de peso molecular se usa el marcador comercial Broad Range (BioRad).

Gel de apilamiento: 125 mM de Tris-HCI pH 6.8, 0.1% de SDS, A/B (3.8 % de
acrilamida, 0.2% de bisacrilamida), 0.05% de persulfato aménico (APS) y 0.1% de
TEMED.

Gel de separacién: 375 mM de Tris-HCI pH 8.8, 0.1 % de SDS, A/B (29.2% de

53



Materiales y Métodos

acrilamida, 0.2% de bisacrilamida) hasta el porcentaje adecuado, 0.05% de APS y
0.05% de TEMED.
Tampén de electroforesis: 25 mM de Tris, 194 mM de glicina y 0.1% de SDS.

13.4. DETECCION DE PROTEINAS EN GEL

Para detectar las proteinas tras la electroforesis, se introduce el gel durante 30
min en solucién de tincibn a temperatura ambiente con agitacién suave.
Posteriormente, el gel se pasa a solucion de destincién hasta que se visualizan las
bandas.

Para conservar un gel tefiido, se puede envolver entre dos celofanes humedos y
dejar aproximadamente unas 12 h, hasta que se seque el conjunto. Se recorta entonces el
celofan sobrante y se guarda el gel.

Solucién de tincion: Azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250, Sigma) al
0.25 % (p/v) en 50% de metanol (v/v) y 10% de acido acético (v/v).
Solucién de destincion: 10% de acido acético (v/v) y 40 % de metanol (v/v).

14. ANALISIS WESTERN (Inmunodeteccién de proteinas en membrana)

El método, originalmente descrito por Towbin (1979), permite detectar mediante el
uso de un anticuerpo, el antigeno correspondiente unido a una membrana. Asi pues, es
posible determinar la presencia o ausencia del antigeno, su proporcion con respecto a la
mezcla total ¢ incluso la cantidad relativa entre distintas muestras. Para su realizacion,
las proteinas resueltas en la electroforesis se transfieren a membrana.

14.1. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANA

En este trabajo, la transferencia de las proteinas se realiza mediante método semi
seco, utilizando el sistema Trans-Blot SD Semy-Dry Transfer Cell (BioRad). Los
extractos proteicos resueltos por electroforesis se transfieren a filtros de nitrocelulosa o
de difluoruro de polivinilideno (PVDF, o Immobilon® -Millipore-). Para ello se procede
de la siguiente forma:

1. Se elimina del gel la porcion correspondiente al gel de apilamiento con ayuda de un
bisturi.

2. Se incuban el gel, 6 papeles Whatman 3MM vy el filtro durante 5 min con agitacion

suave en tampoén de transferencia. Si la membrana es de PVDF, se introduce en

metanol previamente a la incubacion.

Se humedecen las placas del Transblot SD con agua destilada.

Se coloca en el siguiente orden: 3 papeles Whatman 3MM, la membrana, el gel y los

otros 3 papeles restantes, evitando la formacion de burbujas.

Se coloca la otra placa encima y se cierra el sistema.

Se realiza la transferencia durante 30-45 mina 15 V.

Para visualizar las proteinas transferidas a la membrana, se incuba el filtro durante 1

min en solucion Ponceau S y se lava posteriormente con abundante agua destilada
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hasta que se detecten las bandas. Se sefialan con un lapiz hiimedo el marcador de
peso molecular, las proteinas mayoritarias y la orientacion de las muestras.

Tampoén de transferencia: 192 mM de glicina, 25 mM de Tris y 20% de metanol
(v/v).
Solucién Ponceau S: 0.5% de Ponceau S [Sigma] (p/v) en acido acético al 1%
).

14.2, INMUNODETECCION DE PROTEINAS

El proceso consta de dos partes fundamentalmente: una es el reconocimiento del
antigeno por parte del anticuerpo sintetizado frente a él; y la otra, el reconocimiento del
complejo antigeno-anticuerpo formado, por el denominado anticuerpo secundario. Este
ultimo va conjugado a una enzima que permite detectar la presencia del complejo de
hibridacién formado y en definitiva, la localizacion de la proteina de interés, gracias a la
actividad enzimatica que se lleva a cabo. En este trabajo, se han utilizado anticuerpos
secundarios conjugados a la peroxidasa de rabano (HRP), que genera emisién de luz al
actuar sobre un sustrato comercial. A continuacién se detalla un protocolo estindar:

1. Se bloquea el filtro durante 1 h a TA o bien durante toda la noche a 4 °C con
solucién de bloqueo.

2. Se incuba el filtro en solucion de bloqueo con el anticuerpo primario a la dilucién
adecuada, durante 1 h y 30 min, en agitacion suave a TA.

3. Se lava la membrana durante 5-10 min con TBS-T. Se repite este proceso dos veces
mas.

4. Se incuba en TBS-T con el anticuerpo secundario a la dilucién adecuada (1:10000,
normalmente), durante 50 min.

5. Se lava la membrana durante 5-10 min con TBS-T, tres veces.

Para la deteccion mediante la reaccion enzimatica se utiliza el producto ECL™
Western Blotting Analysis System (Amersham Biosciences), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los dos reactivos de este producto se mezclan en proporcion 1:1 y se
incuba la membrana lavada durante 1 min con dicha solucién. Posteriormente, se expone
el filtro a peliculas autorradiograficas a distintos tiempos.

Solucion de Bloqueo: 1x de TBS, leche desnatada (Molico Sveltesse, Nestlé) al 5%
(p/v) y Tween-20 al 0.2% (v/v).

TBS 10x (Tris buffered saline): 80 g/l de NaCl, 2 g/l de KCl y 30 g/l de Tris-base. El
pH se ajusta a 8.0 con HCl.

TBS-T: TBS 1x y Tween-20 al 0.2% (v/v).

14.3. DESHIBRIDACION DE FILTROS
Un filtro puede ser reutilizado para un ensayo western distinto. Para ello es

conveniente deshibridar la membrana, eliminando el anticuerpo unido de forma
especifica a la proteina. Se lleva a cabo segin el siguiente protocolo:
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1. Se introduce la membrana en la solucién de deshibridacién. Si el filtro es de PVDF,
se hidrata previamente con metanol.

2. Seincuba a 55 °C durante 30-60 min, agitando ocasionalmente.

3. Se realizan dos lavados de la membrana, de 10 min cada uno, con TBS-T.

4. A continuacion el filtro se bloquea o se guarda a TA, una vez seco, hasta su uso.

Solucién de deshibridaciéon: 100 mM de B-mercaptoetanol, 2% de SDS, 62.5 mM de
Tris-HCl pH 6.7.

15. OBTENCION DE LA PROTEINA DE FUSION GST-GLAG66
15.1. DESCRIPCION DEL SISTEMA DE EXPRESION HETEROLOGO

Los vectores de expresion de la serie pGEX estan disefiados para la expresion en
bacterias de polipéptidos fusionados a la proteina glutation-S-transferasa (GST). La
clonacion se efectia en dianas situadas tras la secuencia codificante de la proteina GST,
precedidas por un sitio especifico de proteasas. Existen versiones del vector con
diferentes fases de lectura en los sitios de clonacion y sitios especificos para proteasas
diferentes (trombina y factor Xa).

Los vectores pGEX tienen el gen que codifica la GST bajo el control de un
promotor pfac inducible quimicamente y un gen lac 19 para dar independencia del
huésped al plasmido. El represor lac, producto del gen /ac 14, se une al promotor ptac,
reprimiendo la expresion de la proteina de fusion GST. Cuando se afiade IPTG, la
expresion a partir del promotor ptac se desreprime, expresandose la proteina hibrida.

15.2. OBTENCION Y ANALISIS DE LOS TRANSFORMANTES

El fragmento de DNA que codifica el péptido de interés se clona en el vector
apropiado de la serie pGEX, se transforman células competentes de E. coli y se
seleccionan los transformantes en cajas con LB+Amp100. Las cajas se incuban de 12 a
15ha37°C. A continuacién:

1. Se inoculan colonias transformantes en tubos independientes, con 2 ml de
LB+Amp100 cada uno. Como control se inocula una colonia que porte unicamente
el vector pGEX. Se incuban durante 3-5 h a 37°C con agitacion.

2. Para la induccién de la proteina de fusion, se afiade IPTG hasta una concentracion
final de 0.1 a 1 mM.

3. Se continta la incubacién durante 1-2 h.

4. Se centrifugan los cultivos durante 20 segundos a 13000 g, y se resuspende el
sedimento de células en 100 pl de tampon Laemmli 2x.

5. Se incuba 5 min a 95°C y se centrifuga durante 5 min a 13000 g, para eliminar los
restos celulares.

6. Se analiza el sobrenadante en un gel de poliacrilamida. Se tifien posteriormente las
proteinas con azul de Coomassie y se eligen aquellos transformantes que expresen la
proteina tras la induccion con IPTG.

IPTG: Se prepara una disolucién concentrada 100 mM de isopropil-8-D-

tiogalactdsido (IPTG) en agua destilada. Se esteriliza por filtracion y se almacena a
-20 °C.
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Nota: En los experimentos de induccion, el medio LB puede sustituirse por el
medio 2xYTA, con ampicilina a la misma concentracion. Para el mantenimiento de
la cepa transformada asi como para la seleccion de los transformantes en medio
solido, puede utilizarse el medio 2xYTG con ampicilina que, al portar glucosa,
reprime la expresion de la proteina de fusion, la cual puede resultar téxica para la
célula.

Medio 2xYT: 16 g/l de triptona, 10 g/l de extracto de levadura y 5 g/1 de NaCl. Se
ajusta el pH a 7.0 con NaOH. Para medio sélido, afiadir 15 g/l de agar. El
antibidtico se afiade después de autoclavar el medio.

Medio 2xYTG: Idem, pero portando glucosa a concentracion final del 2%.

15.3. PURIFICACION DE LA PROTEINA DE FUSION GST-GLA66

Las proteinas de fusion se purifican a partir de lisados celulares por adsorcién a
Sepharosa 4B-glutation (Amersham Biosciences). La purificacion se realiza, por tanto,
en condiciones no desnaturalizantes. Para la realizacién del proceso se siguen las
indicaciones recomendadas por el fabricante:

1. Se inocula una colonia transformante en 100 ml LB+Amp100 y se incuba 12-15h a
37°C con agitacion.

2. Se diluye el cultivo 1:10 en 1 litro de LB+Amp100, repartiendo el volumen en dos
matraces de 2 litros, y se incuba 1 h a 37°C.

3. Se aflade IPTG a una concentraciéon final de 1 mM y se continda la incubacidn
durante 3-7 h.

4. Se centrifuga el cultivo 10 min a 5500 g para sedimentar las células. El sedimento se
resuspende en 40 ml de PBS 1x frio.

5. Se lisan las células por sonicacion. La lisis de las células va asociada al cambio de
aspecto de la solucién, que pasa de tener un color amarillento a grisaceo.

6. Se afiade Triton al sonicado hasta una concentracion final del 1% (v/v), y se mezcla
con agitacion suave durante 30 min para solubilizar la proteina.

7. Se centrifuga a 9500 g, durante 15 min y a 4°C para eliminar el material insoluble y
las células intactas.

8. El sobrenadante, se incuba entonces durante 20 min con 0.5-1 ml de Sepharosa 4B-
glutation, equilibrada en PBS+1% Tritén X-100.

9. Se lava la Sepharosa con 10 volimenes de PBS. Se centrifuga a 500 g durante 5 min
en una centrifuga de mesa.

10. Para determinar la eficiencia del proceso, se analiza una alicuota en gel SDS-PAGE.
La proteina pasa al gel de separacion mientras que el resto del complejo queda
retenido en los pocillos. El extracto se almacena a —80 °C.

PBS 10x (Phosphate buffered saline): 80 g/l de NaCl, 2 g/l de KCl, 14.4 g/l de
Na,HPO,, 2.4 g/l de KH,PO,. El pH se ajustaa 7.2.

16. PURIFICACION DE ANTICUERPOS

A partir de un suero, se puede purificar un anticuerpo concreto en mayor o menor
grado. Para ello, la proteina a la cual reconoce especificamente se transfiere a un filtro,
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que se corta en tiras y se almacena a TA hasta su uso. Para el proceso de purificacion se
realizan los siguientes pasos:

1. Seincuba latira 1 ha TA en solucién de bloqueo (0.25 ml/cm® de filtro).

2. Se afiade el anticuerpo primario en dilucién 1:500 6 1:1000 y se incuba 5 ha TA o
bien 16 h a 4 °C con agitacion.

3. Se elimina la solucién y se lava con 0.15 M de NaCl durante 20 min a TA.

4. Se lava el filtro con PBS 1x durante 20 min a TA.

5. Como control, se corta una porcion de una de las tiras y se incuba con €l anticuerpo
secundario adecuado. Se comprueba posteriormente por inmunodeteccion si la union
es especifica (apartado 14.2).

6. El resto de las tiras se colocan sobre un trozo de Parafilm que cubre una caja Petri; la

cara con la proteina transferida se orienta hacia arriba.

Se afiaden de 200 pl a 500 ul de tampén de elucién.

Se incuba durante 20 min a TA en un lugar himedo (por ejemplo en una cdmara de

cultivo).

9. Se transfiere el eluido a un tubo y se neutraliza rapidamente afiadiendo 0.1 volimen
de Tris-base 1M. El pH se chequea con ayuda de una tira de medicién de pH.

10. Se afiade 0.1 volimen de PBS 10x y azida sédica hasta una concentracion final del
0.02% (p/v). Se almacena a 4 °C.

o0~

PBS 10x: Ver apartado 15.3.

Tampon de elucién: 0.2 M de glicina pH 2.8, 1 mM de EGTA.

Azida sédica: Se prepara una solucion concentrada al 2 % (p/v) en agua desionizada. Se
filtra y se guarda a TA.

17. ENSAYOS ENZIMATICOS

17.1. ENSAYOS DE ACTIVIDAD LITICA SOBRE PAREDES CELULARES DE
Trichoderma

Para la realizacion de estos ensayos se afiade al medio de cultivo una solucién de
enzimas liticas hasta una concentracion final de 2 mg/ml (Lysing Enzymes, Sigma), que
actian durante 8 h sobre el micelio (Capitulo 3 de este trabajo). Posteriormente, se
toman muestras del cultivo para visualizarlas al microscopio.

Las enzimas se preparan en una solucion concentrada que se esteriliza por
filtracion.

17.2. ENSAYOS DE ACTIVIDAD GLUCOSA OXIDASA

La determinacion de la actividad glucosa oxidasa en los sobrenadantes de los
diferentes cultivos se realiza segiin el protocolo descrito por Geisen (1995). La mezcla
de ensayo contiene 1 mM de ABTS [2,2’-azino-di-(3-etil-benzotiazolina sulfonato)]
(Sigma), 1U/ml de peroxidasa HRP (horse radish peroxidase, Roche) y 250 mM de
glucosa en 100 mM de fosfato sédico pH 5.8. El incremento de absorbancia se mide de
forma continua en un espectrofotometro a una longitud de onda de 420 nm. Una unidad
de actividad enzimdtica se considera como la cantidad de enzima requerida para que se
oxide 1 umol de glucosa por min a pH 5.8 y a 25 °C.
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En esta reaccion la glucosa oxidasa actia sobre la molécula de glucosa generando
H;0;, que se hidroliza por la peroxidasa HRP liberando al medio radicales libres de
oxigeno, que actian sobre el ABTS, virando la solucién a color verde.

Se toman alicuotas de 300 pl a partir del sobrenadante de los diferentes cultivos a
tiempos concretos, segin el estudio realizado. Se centrifuga la muestra durante 1 min a
maxima velocidad para eliminar posibles restos de micelio. Posteriormente, se toman
100 pl y se mezclan con la peroxidasa y con el ABTS. El cero o blanco de la muestra se
hace a partir de esta mezcla, ya que es necesario considerar cualquier traza de glucosa
que proceda del medio de cultivo. Una vez estabilizada la medida en el
espectrofotometro, esto es, una vez realizada la medida cero, se le afiade glucosa
exdgena como sustrato. A continuacion se anotan los valores, medidos a 420 nm durante
dos min y en intervalos de 30 segundos, para determinar la actividad considerando la
zona de incremento lineal de la absorbancia.

17.3. ENSAYOS DE ACTIVIDAD QUITINASA

El ensayo de actividad quitinasa se determina utilizando el sustrato fluorescente
4-metilumbeliferil-N, N, N”’, N*"’ - tetraacetilquitotetraosa [4-MU- (GINAc)4] (Sigma).
Este sustrato se hidroliza por la quitinasa, liberandose el producto fluorescente 4-
metilumbeliferona (Umb), que se cuantifica en un fluorimetro Hoefer, TKO100. El
protocolo seguido se detalla a continuacion:

1. El material vegetal, hojas de planta adulta, se pulveriza en N2 liquido.

2. Al material triturado se le afiade un volumen de tampén fosfato-Na 50 mM pH 6.0,
se homogeniza y se centrifuga a 13.000 g durante 10 min.

3. Se determina la concentracion de proteinas del sobrenadante mediante el ensayo
Bradford.

4. Se mezcla 1 pug de proteina total en 20 pl de tampén fosfato con 80 ul de solucién 4-

MU- (GINAc),. Se incuba durante 15 min a 30 °C en oscuridad.

La reaccion se detiene afiadiendo 2.9 ml de tampén de parada.

6. La cantidad de Umb liberada se mide ajustando la luz de excitaciéon a 350 nm y a
440 nm la de emision.

hd

Para realizar la recta patron, se llevan paralelamente muestras con cantidades de
Umb entre 0 y 1500 pmoles, en las mimas soluciones que las muestras de plantas. La
actividad quitinasa se expresa en pmol de Umb liberados por minuto y por ug de
proteina.

Solucién de [4-MU- (GINAc)g: 250 uM de [4-MU- (GINAc)s] en tampdn citrato
sodico 0.1 M, pH 3.0
Solucion de parada: 0.5 M Glicina- NaOH, pH 10.4

17.4. ENSAYOS DE ACTIVIDAD PEROXIDASA
La actividad peroxidasa constituye uno de los parametros medidos en el anélisis

funcional de las plantas de tabaco transgénicas, descrito en el Capitulo 2 del presente
trabajo.
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La mezcla de reaccion contiene 6 mM de guayacol y 6 mM de H,O, en tampon
acetato sodico 50 mM, pH 4.5. La cinética de actividad se lleva a cabo a 30 °C frente al
blanco y se refiere a mg de proteina total, definiéndose la unidad de actividad
enzimatica (U) como el incremento de una unidad de absorbancia a 470 nm por min. El
protocolo seguido se detalla a continuacion:

1. Con ayuda de un sacabocado se recorta 1 cm® de la zona necrética, donde ha tenido
lugar la respuesta hipersensible. El nivel basal de actividad de las plantas se
determina en muestras de tejido foliar previo a la infeccién con el fitopatégeno. Las
muestras se congelan en nitrégeno liquido.

Se afiade tampon fosfato-Na 50 mM pH 6.0 en una relacién 1:6 p/v.

Se tritura la muestra en el tampon con ayuda de un homogeneizador.

Se centrifuga durante 1 min a 13000 g.

Se pasa el sobrenadante a un tubo limpio y se determina la cantidad de proteina total
mediante un ensayo Bradford.

La actividad peroxidasa se mide como la variacion de la OD a 470 nm durante 10
min. La mezcla de reaccion (volumen final 500 pl) contiene: 485 ul tamp6n
acetato-Na 50 mM pH 4.5, 6 mM de guayacol, 6 mM de H,O, y 0.5-1 pg de
proteina total. La muestra utilizada como blanco contiene los mismos componenetes
excepto proteina.

7. Se mide la absorbancia en intervalos de 2 min.

nhwo
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17.5. ENSAYOS DE ACTIVIDAD GLUCOAMILASA

Los ensayos de actividad glucoamilasa se basan en el método descrito por Barton
et al. (1969). La glucosa liberada a partir del sustrato utilizado (almidon) se cuantifica
con ayuda del producto Glucose Trinder (Sigma Diagnostics®), cuyo principio es el
siguiente: sobre la glucosa liberada actiia la enzima glucosa oxidasa, que libera 4cido
gluconico y peréxido de hidrogeno; el cual, en presencia de la enzima peroxidasa y de
los productos 4-aminoantipirina y p-hidroxibenceno sulfonato, genera agua y el
colorante quinoneimina. La intensidad colorimétrica es, por tanto, proporcional a la
cantidad de glucosa presente en la reaccion. La cuantificacion de la actividad se
determina midiendo la absorbancia a 505 nm y refiriéndola a un patrén de glucosa
realizado en paralelo. Como unidad enzimatica (U) se considera la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1 pmol de azicar reductor por minuto. El protocolo seguido se
detalla a continuacién:

1. Se preparan diluciones, en un volumen final de 200 pl, de la muestra que se desee
analizar. Se toman medidas a distintos tiempos, por lo que se preparan tantas
mezclas de reaccion como puntos a determinar (0, 15, 30, 45 y 60 min).

2. Se afiaden 200 pl de almidén parcialmente hidrolizado al 4% (p/v) en tamp6n acetato
sddico 0.1 M pH 5.0.

3. Se incuba la muestra a 30 °C. La reaccion se para incubando a 95 °C durante 5 min.

La muestra se mantiene finalmente en hielo. '

En un tubo se mezclan 1 ml del reactivo Glucosa Trinder y 5 pl de muestra.

Se mide la absorbancia a 505 nm y se refiere a cantidad de glucosa liberada segin el

patron realizado.

o s
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17.6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD LUCIFERASA

La determinacion de actividad luciferasa se llevé a cabo en el tampon PLB
(Passive Lysis Buffer) y el reactivo LAR II (Luciferase Assay Reagent II), incluidos en
el kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega). En esta reaccién la luciferasa
producida, en presencia de ATP, de iones Mg™* y de oxigeno, actiia sobre el sustrato
luciferina oxidandolo. La reaccion de oxidacion genera oxiluciferina como producto, a la
vez que una emision de luz que decae rapidamente. Dicha emision se cuantifica durante
12 segundos con ayuda de un luminémetro Turner Designs TD-20/20 (DL Ready, USA).

La muestra (1 ug de proteina), obtenida como se detalla en el apartado 13.1.1.2,
se lleva hasta un volumen final de 20 pl en tampén PLB. Inmediatamente antes de medir
se le afiaden 40 pl de LAR II. El proceso se realiza a temperatura ambiente. Las
unidades de luminiscencia son referidas a pg de proteina.

18. ENSAYOS DE FLUORESCENCIA

Para el estudio de la fluorescencia en los transformantes de 7richoderma
portadores de GFP, los cultivos se realizan sobre celofan principalmente, aunque
también se analizan muestras procedentes de cultivo liquido. Se estudia el efecto
producido por diferentes fuentes de carbono sobre la induccién génica, asi como la
expresion del gen marcador en ensayos de confrontacion frente a hongos fitopatégenos.
T. harzianum carece de autofluorescencia, por lo que no interfiere con la generada por la
GFP.

Los cultivos en liquido se realizan en placas microtiter de 96 pocillos (Costar).
En cada pocillo se inoculan 200 ul de medio con el numero adecuado de esporas
(apartado 2.3.2). Las placas se incuban a 28-30 °C en oscuridad durante 4 dias. La
muestra se examina, recogiendo con unas pinzas parte del micelio formado en cada
pocillo y observandola al microscopio.

Las muestras de cultivos sobre celofin se procesan cortando una porcion del
borde del halo de crecimiento del hongo, donde no existe un micelio tupido y pueden
hallarse hifas separadas. En los ensayos de confrontacion, la porcién de celofdn con
micelio se toma del extremo opuesto al de contacto con el hongo fitopatégeno. Con
ayuda de unas pinzas se retira de la placa el celofan y se coloca sobre unas gotas de agua
dispuestas sobre un portaobjetos, con el micelio orientado hacia éstas. El hongo se
desprende facilmente y el celofan se retira sin problema. Se procede a observar la
muestra en el microscopio. La deteccion de fluorescencia se realiza en un microscopio
optico (Leica, Solms, Alemania), con filtros especificos para excitacion entre 450-490
nm y emision entre 515-560 nm. Las fotografias digitales se toman con una cdmara Sony
DXC/950P.

19. PURIFICACION DE PAREDES CELULARES DE HONGOS
FILAMENTOSOS

En determinados experimentos de induccién génica se utilizan preparaciones de
paredes celulares de B. cinerea. Se obtienen seglin se detalla a continuacion:

1. Se cultivan 107 esporas/ml de B. cinerea en medio PDB (Difco), durante 4 dias en
agitacion (200 rpm) a 25 °C.
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2. Se autoclava el cultivo posteriormente.

Se recoge el micelio centrifugando a 8000 g durante 10 min a 4 °C.

4. Se lava con agua desionizada 3 veces, utilizando una espétula para resuspender la

muestra.

Se centrifuga de nuevo a 4 °C.

El micelio se pasa a un mortero y se pulveriza en presencia de nitrégeno liquido.

La muestra se lava 3 veces con NaCl al 2% (p/v). Se centrifuga de nuevo en frio

para recoger el micelio.

8. Se lava con agua desionizada y se centrifuga a 4 °C.

9. Se resuspende en agua y se sonica a 40 W, manteniendo el tubo en hielo, durante
tres ciclos de 3-2-3 min.

10. La muestra se lava con agua desionizada y se centrifuga en rotor basculante durante
10 min a 4000 g en fiio.

11. Se incuba a 60 °C durante 10 min.

12. Las etapas 10 y 11 se repiten tres veces

13. La muestra se recoge por centrifugacion y se liofiliza.

w
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20. ANALISIS FUNCIONAL DE LAS PLANTAS DE TABACO

Para el andlisis funcional de las diferentes lineas transgénicas frente a bacterias
fitopatogenas se utiliza la bacteria Pseudomonas syringae pv tabaci 153, que provoca la
respuesta hipersensible en la planta. La evaluacion de los dafios se realiza a 0, 24 y 48 h.

Las diferentes lineas se cultivan hasta alcanzar una altura de 35-40 cm, como se
describe en el apartado 2.4.2. Las hojas tratadas de las distintas plantas se escogen de la
misma edad o igual altura y se etiquetan a nivel del peciolo en sentido ascendente, de
forma que la de mayor altura corresponde al Gltimo punto tomado en el analisis (48 h).

La hoja de tabaco se inocula en seis puntos, dispuestos simétricamente con respecto
al nervio central. Se utilizan dos diluciones del patégeno: 10° y 10® cfw/ml; como control
se inocula la solucién (10 mM de MgSOy) donde se prepara la suspension bacteriana.
Las zonas inoculadas de un lado de la hoja son procesadas para medir la permanencia
del patdgeno en la planta; las del otro lado, para medir la actividad peroxidasa (descrita
previamente en el apartado 17.4). El extremo de la hoja se procesa para el estudio de la
expresion de las proteinas de respuesta a patogeno (proteinas PR) a nivel de mRNA.

Antes de la infeccion, se toma material vegetal para medir los niveles basales de
peroxidasa y proteinas PR, asi como la posible existencia de algin microorganismo
ajeno al patogeno que se inocula.

Paralelamente a la toma de muestras, se analiza el desarrollo del area necrética
caracteristica de la respuesta hipersensible, descrita en el Capitulo 2 de esta tesis. A
continuacion se describen los distintos procedimientos utilizados en el analisis funcional
de las plantas.

20.1. INFECCION CON P.syringae pv tabaci

La cepa patdgena se refresca en medio TSA a 28 °C. Una vez obtenidas colonias
diferenciadas, se procede a cultivar el microorganismo a mayor escala, con el fin de
obtener biomasa suficiente para realizar la infeccion. Se puede utilizar cualquier otro
medio nutritivo.
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20.1.1. Preparacion del inéculo

1. Se inocula una colonia en medio TSA (Oxoid LTD, England) y se incuba con
agitacion (250 rpm), durante la noche a 28 °C.

2. Se diluye el preindculo 10 veces en el mismo medio y se incuba de igual forma.

3. Serecogen las células centrifugando durante 10 min, a 6000 gy a 4 °C.

4. Se resuspenden en 10 mM de MgSO, en frio, de manera que la ODs4p del cultivo sea
1 (equivale a una concentracién aproximada de 10® cfu/ml). Se prepara una dilucién
adicional de 10° cfw/ml.

Medio TSA: Caldo de triptona-soja. Se afiaden 30 g del preparado comercial por litro.
Si el medio es sélido, se afiaden15 g/l de agar.

20.1.2, Inoculacion

Como se ha descrito previamente, en cada lado de la hoja se inyectan las dos
soluciones bacterianas y un inéculo de 10 mM de MgSOy, como control. Se realizan tres
repeticiones y se utilizan 4 plantas de cada linea para cada ensayo. Se plantea
previamente la localizacién de los puntos de inoculacién, donde el liquido quedaréd
confinado por los vasos conductores del tejido. El protocolo se detalla a continuacion:

1. Se hace un agujero limpio con ayuda de una aguja gruesa aproximadamente en el
centro de cada zona de inoculacion.

2. Se carga una jeringa hipodérmica de tipo insulina (sin aguja) con solucién
bacteriana.

3. Se coloca el dedo indice taponando el agujero por el haz de la hoja al mismo tiempo
que se coloca la jeringa por el envés, de manera que el perimetro de la jeringa
incluya el orificio hecho con anterioridad.

4. Se presiona ligeramente, para que la hoja no se rompa y se baja el émbolo con
suavidad para permitir la entrada de la suspension bacteriana en el tejido. Se
inoculan 50 pl por punto.

5. Se mantienen las plantas en la camara de cultivo y se evaltian los dafios en las zonas
de infeccién cada 24 h.

20.2. PERMANENCIA DEL PATOGENO EN LA PLANTA

Para analizar el crecimiento bacteriano in planta, se cortan discos de hoja de 1 cm’,
de las zonas infiltradas a diferentes tiempos, se les afiaden 500 pl de una solucion 10
mM de MgCl, y se trituran con ayuda de un homogeneizador. La poblacion bacteriana
(cfu/ml) se determina sembrando en placas de medio nutritivo TSA, distintas diluciones
del homogenizado. Del mismo modo y justo antes inocular el patégeno, se toman
muestras de cada planta y se analiza la existencia de cepas bacterianas previas a la
infeccion.

63



Materiales y Métodos

20.3. ENSAYO DE RESISTENCIA DE PLANTULAS DE TABACO in vitro
20.3.1. Ensayo de resistencia a R. solani

El hongo R. solani infecta las raices de plantas de la familia Solaraceae,
produciendo la enfermedad denominada podredumbre del cuello de la raiz.

En este trabajo se efecthan ensayos frente a este hongo con el objetivo de
determinar el grado de resistencia que presentan las lineas transgénicas frente a las
control. Se utilizan germinulas de tabaco de 10-20 dias de edad, de tamafio similar (0.5-1
cm de longitud de la parte aérea) e igual estado de desarrollo.

20.3.1.1. Preparacion de cajas con R. solani

1. El hongo fitopatogeno se propaga en medio sélido PDA a 25 °C. Estos indculos se
aislan regularmente de tejido vegetal infectado para mantener su virulencia.

2. Se cultiva el hongo en medio PDB, manteniéndolo durante 4-5 dias a 25 °C con

fuerte agitacion,

Se recoge el micelio por filtracién, se lava con agua estéril y se pesa.

4. Se mezcla el hongo con agua hasta una concentracion final del 0.75 g/l y se
homogeneiza batiendo la muestra a méxima potencia, hasta que adquiera un aspecto
uniforme.

5. Al micelio triturado se afiade agar al 5% (p/v) a 60 °C hasta una concentracion final
del 0.7 %.

6. La mezcla resultante se dispensa en cajas de Petri, que se mantienen a temperatura
ambiente hasta que solidifiquen. Se pueden almacenar a 4 °C hasta una semana.

w

20.3.1.2. Infecciéon

1. Se siembran semillas de plantas sin transformar y transgénicas en medio MS, como
se especifica en el apartado 2.4. Se cultivan durante 10-20 dias.

2. Las plantulas seleccionadas para el ensayo se recogen cuidadosamente, para no dafiar
el tejido, con unas pinzas estériles procurando que no queden restos de MS en las
raices.

3. Posteriormente se transplantan a cajas con agar-Rhizoctonia, sumergiendo con sumo
cuidado las raices en el medio, para favorecer de este modo la infeccion por el
fitopatégeno.

4. Se incuban las placas en la camara de cultivo correspondiente y se evaltan los dafios
a partir del séptimo dia tras la infeccion. El dafio en la plantula se manifiesta por la
maceracion del tejido vegetal, por su necrosis y la posterior muerte de la germinula.

5. Los resultados de las evaluaciones se representan como porcentajes de supervivencia
de las plantas.

20.3.2. Ensayo de resistencia a estrés abiético

El procedimiento es similar al descrito anteriormente, ya que las plantulas se
preparan del mismo modo y se toman de la misma edad para efectuar el ensayo.

En este estudio se analiza la resistencia de las plantas frente a estrés de tipo hidrico,
salino y por metales pesados. De cada una de las lineas se toman 60 germinulas, que se
transplantan a las distintas placas y se incuban en la cdmara de cultivo; haciendo un
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seguimiento del dafio generado. La evaluacion del porcentaje de supervivencia se realiza
tras una semana de incubacion.
Las placas de medio se preparan con agar-agua desionizada, adicionando ¢l agente
toxico en la siguiente medida:
* Estrés salino: 250 mM de NaCl. Se afiaden 15 g/l antes de autoclavar.
* Estrés por metales pesados: 300 uM de CdSO,4-8 H,O.
300 pM de CuSO4-5 H,0.
Se prepara una solucion concentrada de los metales y se esteriliza por filtracion. Se
afiaden al agar-agua tras autoclavar el medio.
*Estrés osmético: 500 y 800 mM de sorbitol. Se disuelve el sorbitol en agua
desionizada, se afiade el agar y se esteriliza posteriormente por autoclave.

21. DIFFERENTIAL DISPLAY

La técnica Differential Diplay, descrita por Liang & Pardee (1997), se utiliza con ¢l
fin de clonar genes que se expresan de forma diferencial bajo diferentes condiciones de
cultivo.

Béasicamente consiste en la resolucién en un gel de acrilamida del producto
procedente de la amplificacion por PCR de mRNAs retrotranscritos, obtenidos a partir
de cultivos crecidos en diferentes condiciones.

Asi pues, tras exponer al microorganismo a diferentes condiciones, el mRNA
sintetizado bajo éstas constituye el molde para la formacién de cDNA. Posteriormente,
se efectiia un paso de amplificacion por PCR, donde se incorpora un isétopo radiactivo,
utilizando por una parte un cebador homélogo a la zona de poliadenilacion y, por otra,
un cebador de secuencia aleatoria. El producto, se resuelve en un gel de poliacrilamida y
se expone a una pelicula. Las bandas presentes en la autorradiografia, corresponden a
aquellos genes que se expresan en ese momento. A partir del gel, se purifican aquellas
que posean el patrén de expresion diferencial que se adectie al objetivo de nuestro
estudio. El fragmento de DNA purificado se utiliza como sonda en el aislamiento de
clones completos de genotecas.

Se muestra un esquema del proceso:

1. Poblacion de mRNAs purificados a partir del organismo tras estar expuesto a una

determinada condicion:

GAAAAAAAAAAA-An
TAAAAAAAAAAA-An

2. Transcripcién reversa:

5’AAGCTTITTTTTITTITG 3 (H-T(,G)
dNTPs
MMLYV transcriptasa reversa
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LTI GTTTTTTTTTTCGAA

3. Amplificacion por PCR:

5’AAGCTTGATTGCC 3’ (Cebador H-AP-1)
5SAAGCITTTTITITITIG 3'(H-T1,G)
dNTPs

a-[*P-dCTP]

Polimerasa de DNA AmpliTaq

AAGCTTGAT TG i csvssvivmnsnvass

AAGCTTGATTGCC

4. Gel desnaturalizante:

I
$
|

Para el desarrollo de esta técnica se utiliza el kit RNAimage (GeneHunter
Corporation). El método completo se describe de forma detallada en los siguientes
apartados:

21.1. TRATAMIENTO DEL RNA TOTAL CON DNAsal
Es conveniente el uso de RNA total en lugar del poliadenilado. Se sigue el
protocolo descrito en el apartado 5 de Materiales y Métodos, utilizando en todo

momento material tratado con DEPC. Una vez obtenido el RNA, se eliminan las
posibles trazas de DNA genémico que pueda contener la muestra, de la siguiente forma:
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Se incuban de 10 a 100 pg de RNA total con 10 U de DNAsa I (libre de RNAsa) en
tampoén de DNAsa I durante 30 min a 37 °C.

Se inactiva la enzima afiadiendo un volumen de fenol.cloroformo (3:1). Se agita
vigorosamente y se incuba en hielo durante 10 min.

Se centrifuga a 13000 g durante 5 min a 4 °C.

A la fase acuosa se le afiaden 3 voliimenes de etanol en presencia de 0.3 M de
acetato sodico. Se incuba a -80 °C durante 30 min.

Se centrifuga a 13000 g durante 10 min a 4 °C.

Se lava el precipitado con 500 ul de etanol al 70%.

Se centrifuga a 13000 g durante 5 min.

Se seca el precipitado y se resuspende en 20 ul de agua-DEPC.

El RNA se cuantifica por espectrofotometria. La calidad de la muestra se analiza en
un gel de agarosa con formaldehido al 7%.

10. El RNA se almacena a -80 °C, a una concentracion final de 1 pg/ pl.

Tampén de DNAsa I: 10 mM de Tris-HCI, pH 8.3; 50 mM de KCl y 1.5 mM de
MgCl,.

21.2. TRANSCRIPCION REVERSA DEL mRNA

L.

W

4.

5.

Para cada muestra de RNA se llevan a cabo tres procesos de retrotranscripcion, cada
uno con un cebador oligo-dT distinto (H-Ty1N set, Gene Hunter). Para ello, se
mezclan en un tubo hasta un volumen final de 20 pl: 9.4 pl de agua desionizada, 4 pl
de tampén RT 5x, 1.6 pl de ANTP 250 uM, 2 ul de RNA total (libre de DNA y a
una concentracién final de 0.1 pg/ ul en agua-DEPC), y 2 pl de oligo-dT
(AAGCT;M 2 uM, donde M es G, A 0 C).

Se incuba a 65 °C durante 5 min y posteriormente a 37 °C durante 10 min.

Se afiade 1 ul de MMLV transcriptasa reversa Superscript® I (Gibco BRL) a cada
tubo.

Se incuba a 37 °C durante 50 min. La reaccion se para incubando a 75 °C durante 5
min.

Se almacena a -80 °C hasta su uso.

Tampén RT 5x: 125 mM de Tris-HCl, pH 8.3; 188 mM de KCI; 7.5 mM de MgCl, y 25
mM de DTT.

21.3. AMPLIFICACION POR PCR

A partir de una muestra inicial de RNA, se realizan 24 reacciones de

amplificacion diferentes, ya que se combinan 8 cebadores aleatorios distintos (H-AP
primer) con tres oligo-dT (AAGCT1M). Se procede de la siguiente forma:

1.

Se preparan las reacciones de PCR en un volumen final de 20 pl de la siguiente
manera: 10 pl de agua desionizada, 2 ul de tampén de PCR 10x, 1.6 ul de dNTPs 25
uM, 2 pl de cabador de secuencia aleatoria 2 uM (H-AP primer set, GeneHunter), 2
ul de AAGCT M 2 puM, 2 ul de la reaccion de retrotranscnpcmn anterior, 0.2 pl de
0-[**P]-dATP y 2 U de Taq polimerasa (AmpliTaq®, Perkin-Elmer).
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2. Se procede a la amplificacion de la siguiente forma: 94 °C durante 30 segundos; 40
ciclos a 40 °C durante 2 min y 72 °C durante 30 segundos; finalmente 72 °C durante
5 min.

214. ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE EN GEL DE
POLIACRILAMIDA AL 6%

1. Se prepara el gel desnaturalizante al 6 % de poliacrilamida (PAGE 6%) en tampén
TBE.

2. Se deja polimerizar al menos durante 2 h. Se lavan los pocillos abundantemente para

eliminar cualquier posible resto de urea.

Se precorre el gel durante 30 min.

4. Se mezclan 3.5 pl de cada muestra con 2 pl de tampon de carga y se incuban a 80 °C
durante 2 min antes de cargarlas en el gel.

5. La electroforesis se realiza a 60 W durante 3.5 h (se mantiene constante la corriente,
el voltaje no debe exceder los 1700 V), hasta que el colorante alcance el final del gel.
Se coloca el gel sobre un papel 3MM, se cubre con una pelicula adherente y se seca
a 80 °C durante 1 h. El gel no se fija con metanol/4cido acético.

6. Se expone a una pelicula autorradiografica durante toda la noche.

w

PAGE 6%: Se mezclan 32 ml de solucién A y 68 ml de solucién B. Se afiaden 6.4 ml
de TBE 10x, se desgasifica con ayuda de un quitasato, tras filtrar a través de una
membrana de 0.2 pm de poro y, finalmente, se afiaden 370 pl de APS [10% (p/v) de
persulfato amoénico] y 90 ul de TEMED.

Solucién A: Acrilamida-N, N'-metilenbisacrilamida al 20 % (p/v) y urea al 45 % (p/v).
Se disuelven 137.25 g de urea en 150 ml de agua desionizada calentando. Se deja enfriar
antes de afiadir 57.95 g de acrilamida y 3.05 g de N, N'-metilenbisacrilamida. Se agita
durante 1 hy se enrasa el volumen hasta 300 ml.

Solucién B: Urea al 45 % (p/v). Se disuelven 225 g de urea en 300 ml de agua
desionizada. Se agita durante 1 h y se enrasa el volumen hasta 500 ml.

21.5. REAMPLIFICACION DEL ¢cDNA

Tras revelar la pelicula expuesta, se localizan las bandas de interés.

Se orienta la autoradiografia con respecto al gel y se corta la banda de interés.

Se sumerge la porcion de 3MM en 100 ul de agua desionizada durante 10 min.

Se hierve la muestra, tras sellar el tubo con parafilm, durante 15 min.

Se centrifuga a maxima velocidad durante 2 min para recoger los restos de papel y

de gel. Se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo.

6. Se afiaden 10 pl de acetato sédico 3 M pH 5.2, 5 pl de glucégeno (10 mg/ml) y 450
ul de etanol absoluto.

7. Se incuba la muestra durante 30 min en hielo seco o a -80 °C. Se centrifuga a
maxima velocidad durante 10 min a 4 °C.

8. Se elimina el sobrenadante y se lava el precipitado con 200 pl de etanol al 85% frio
(un porcentaje menor nos hara perder la muestra).

9. Se eliminan los posibles restos de etanol y se disuelve el precipitado en 10 pl de agua

desionizada. Se utilizan 4 pl para la reamplificacién y el resto se almacena a -20 °C.

halb ol e
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10. La reamplificacion se lleva a cabo siguiendo el mismo protocolo descrito en el
apartado anterior, exceptuando la concentracién de dNTPs, que es 20 pM (se usa un
stock 250 uM) en vez de 2-4 uM, y que no se usan isétopos en este caso. Se
recomienda un volumen final de reaccién de 40 pl. Por cada reaccion se mezclan:
20.4 ul de agua desionizada, 4 pl de tampon de PCR 10x, 3.2 pl de dNTPs (250 pM),
4 ul del cebador arbitrario correspondiente (2 uM), 4 pl del oligo-dT correspondiente
(2 uM), 4 pl de la muestra de cDNA obtenida en el apartado anterior y 0.4 pl de
AmpliTaq (5 U/ pb).

11. Tras finalizar la PCR, se resuelven 30 pl de la muestra en un gel de agarosa al 1.5 %
(p/v) con bromuro de etidio. Se almacena el resto de la muestra a -20 °C.

12. Se comprueba si el tamafio de la banda en el gel de agarosa se corresponde con el
observado en el gel de acrilamida.

21.6. CONFIRMACION DE LA EXPRESION DIFERENCIAL DEL GEN

1. Se extrae la banda de DNA del gel de agarosa como se describe en el apartado 3.3 de
Materiales y Métodos, se subclona en pGEM-T® (Promega) y se transforma la cepa
de E.coli correspondiente (apartados 3.8 y 12.1, respectivamente).

2. Se determinan, mediante northern reverso (apartado 21.6.1), los clones que
contienen el inserto que se expresa diferencialmente.

3. Una vez seleccionados, se purifica el inserto a partir de los que hayan resultado
positivos y se confirma el patron de expresion del gen por northern blot, como se
detalla en el apartado 10.

4. Se procede a la obtencion del clon completo. Para ello, en este trabajo se escruta una
genoteca de cDNA utilizando como sonda el inserto amplificado (Apartado 11.2 de
Materiales y Métodos).

21.6.1. Northern reverso.

Con este método, se descartan los clones falsos positivos obtenidos en el
subclonaje, procedentes de bandas que comigran con la de interés. De este modo, se
evita el analisis por northern de cada uno de los insertos aislados.

En esta técnica son los mRNA de las diferentes condiciones, los que se marcan
radiactivamente y los que se hibridan con filtros similares portadores de multiples
¢DNAs. Asi pues, con una sola hibridacién, se determina los clones que portan el inserto
correspondiente a la expresion diferencial. Este procedimiento presenta las ventajas de:
(1) escrutar mdltiples filtros que contengan fragmentos de ¢DNA con RNAs
provenientes de cultivos diferentes; (2) eliminar falsos clones positivos; y (3) proceder
directamente a secuenciar el DNA de los clones seleccionados.

Los cDNAs, en este caso, proceden de colonias crecidas sobre filtro. El protocolo
seguido es el de Grinstein & Hogness (Sambrook et al., 1989), especificado en el
apartado 9.1.5. Las colonias, que proceden de las ligaciones que se efectuaron con los
insertos amplificados, se pican sobre un filtro de nylon, realizando una réplica en
paralelo. Una vez crecidas se procesan para obtener el DNA y éste se fija
covalentemente a la membrana.

Para realizar el marcaje de RNAs se procede como se detalla a continuacion:

69



Materiales y Métodos

1. Las reacciones de marcajese realizan en un volumen final de 50 ul conteniendo: 10
ul de tampon RT 5x, 5 pl de oligo-dT 10 uM, 8 pl de ANTPs(-C) 500 pM, 5 ul de o-
[*’P]-dCTP, 10 pg de RNA total y agua hasta 45 pl.

2. Seincuba a 65 °C durante 5 min y a continuacién 10 min a 37 °C.

3. Seafiaden 5 pl de transcriptasa reversa MMVL y se incuba durante 50 min a 37 °C.

4. Se purifica la sonda como se describe en el apartado 9.2.

Tampon RT 5x: Ver apartado 21.2.

Los lavados de los filtros en el northern reverso se realizan en condiciones mas
suaves. En primer lugar se lava la membrana dos veces durante 15 min a TA, en
solucién SSC Ixy 0.1% de SDS. A continuacion se lava durante 15 min en SSC 0.25x
y 0.1% de SDS. Tras los lavados, los filtros se exponen a una pelicula autorradiografica,
como se especifica en el apartado 9.2 de Materiales y Métodos.

22. CONSTRUCCION DE LA GENOTECA DE ¢cDNA EN LAMBDA-ZAP

En este trabajo la genoteca se construye en el vector Uni-ZAP XR (Stratagene),
donde el cDNA se clona de forma dirigida en las dianas EcoRI/Xhol, quedando
orientados su extremo 5 y la zona de poliadenilacién en ese sentido, respectivamente.
Este sistema permite la clonacion de fragmentos de hasta 10 kb, la realizaciéon de
escrutinios con anticuerpos o con sondas de DNA y, por otra parte, permite la obtencién
del fagémido pBluescript por escision in vivo (apartado 11.2). El mapa del vector Uni-
ZAP XR se muestra a continuacion:

P-Galactosidasa
T3 T7
-» <+
Bglll Apal Kpnl  SaciNefIXbalSpelBamHISmalEcoRIHind\1IXholKpn1  Hind1Il Smal HindI1Y

— |

A J Amp’ ColEl <1 857 (nin5)

Brazo izqdo. 0 Braza dcho. 40.82

Figura 3. Esquema del vector Uni-ZAP XR

Se sigue el procedimiento recomendado por la casa comercial, que se resume a
continuacion:
En primer lugar se efectia la retrotranscripcion del mRNA, utilizando un
cebador oligo-dT (portador de la diana Xhol), en presencia de 5-metil dCTP. Los
grupos metilo que se incorporan en una de las cadenas del cDNA, lo protegen frente a
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restricciones posteriores. Se usa ademds la cepa bacteriana XL1-Blue MRF’, carente de
los sistemas de restriccion mcrA y mcrB, susceptibles de actuar sobre DNA
hemimetilado.

Tras la retrotranscripcion, se ligan los adaptadores, que portan la diana EcoRI; y
se digiere con Xhol, para condicionar la orientacion del cDNA. Posteriormente, las
moléculas se separan por tamafio mediante cromatografia en columna de Sepharosa CL-
2B. El primer pico eluido corresponde al cDNA; el segundo, a los nucleétidos que no
han sido incorporados (el seguimiento se realiza marcando radiactivamente la muestra).

Para un tamafio de fraccionamiento estandar (> 400 pb), Stratagene recomienda
recoger 12 fracciones del primer pico eluido, de las cuales se toman alicuotas, para
chequear en un gel de acrilamida al 5 % en condiciones no desnaturalizantes el tamafio
del DNA de las sucesivas fracciones. Las muestras seleccionadas se cuantifican antes de
ser subclonadas en el vector Uni-ZAP XR (Stratagene).

Los fagos recombinantes, que resultan de la ligacion de los insertos con el vector,
se empaquetan in vitro utilizando el extracto de empaquetamiento Gigapack Il Gold
(Stratagene). La eficiencia de empaquetamiento es de 10° a 107 fagos/ug de DNA.
Posteriormente la genoteca se amplifica, se titula y se dispensa en alicuotas con DMSO
al 7% (v/v), que pueden almacenarse a -80 °C.

En este trabajo, el RNA utilizado en la construccién de esta genoteca, proviene de
cultivos de 7. harzianum crecidos en las condiciones utilizadas en los experimentos de
Differential Display (Capitulo 3), e incluye ademas la condicién adicional de micelio
crecido en quitina al 0.5% (p/v) durante 8 h.

A continuaciOn se esquematizan los pasos mencionados anteriormente:

1. Obtencion del mRNA vy retrotranscripcion:

SCTCGAGTTTTITTTIT © Oligo-dT

3° AAAAAAAAAAA [ 15" mRNA

MMLV-RT
5-metil dCTP
dATP, dGTP, dTTP

2. Sintesis de la segunda cadena de cDNA:

Xhol CHz CH3 CH3s CH3 CHs: CH: CHs
5 CTCGAGTTTTTTTTITIT L7
3 AAAAAAAAAAA [ 1.5

RNAsa H
polimerasa I de DNA
dNTPs

Xhol CH3 CH3 CH3 CHs CHs CHs CHs
5 CTCGAGTTTITTITITITT 3

3’ GAGCTCAAAAAAAAAAA BN 5

Adaptadores con EcoRI
Ligasa T4 de DNA
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3. Acoplamiento del adaptador:

EcoRI Xhol CHz CHs CHz CH3 CHs CH: CH3: EcoRI
5 AATTC.CTCGAGTTTTTTTTTITT =

3’ G..GAGCTCAAAAAAAAAAA N - CTTAA 5

l Restriccion con Xhol

4. Digestién con Xhol y obtencion de cDNA dirigido:

Xhol CH3; CH3 CH3; CH3; CH3; CH3; CH3 EcoRI
5 TCGAGTTTTTTTTTTIT -

3 CAAMAAAAAAAA T - CTTAA 5

5. Cromatografia en columna (fraccionamiento de la muestra). Chequeo en gel de
" poliacrilamida no desnaturalizante.

. 6. Ligacién al vector Uni-ZAP XR (Stratagene).

7. Empaquetamiento de los fagos. Titulacion de la genoteca.

Los protocolos seguidos en la construccion de esta genoteca se describen a
continuacion de forma mas detallada.

22.1. PURIFICACION DE mRNA

La obtencion del mRNA a partir de RNA total, se lleva a cabo con el producto
comercial mRNA Purification Kit (Amersham Biosciences).

22.1.1. Preparacion de las columnas de oligo(dT)-celulosa

1. Se invierte la columna varias veces para resuspender la matriz de oligo (dT)-
celulosa.

2. Se elimina en primer lugar el tapon superior, para evitar la formacion de burbujas de
aire. Se introduce la columna en un tubo de 15 ml (Corex) y se deja salir el tampén
almacenado por gravedad.

3. Se equilibra la columna con 2 ml de High-salt buffer, dejando que eluya por
gravedad.

4. Se vacia el contenido acumulado en el tubo y se afiade el RNA total. La columna
tiene la capacidad de unir aproximadamente 25 pg de poli(A)+RNA. Asumiendo
que el 2% del RNA total es poli(A)+, se aplican como méaximo 1.25 mg de RNA
total. La muestra de RNA total se diluye previamente en 1 ml de Elution buffer
(tampén TE 1x pH 8.0).
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22.1.2. Cromatografia en columna.

L

No

Se lleva la muestra a un volumen final de 1 ml, si fuera necesario, con ayuda de TE
1x pH 8.0. Se incuba la muestra a 65° C durante 5 min, se pasa a hielo y se le afiaden
0.2 ml de Sample buffer.

Se aplica la muestra en la columna de oligo-dT celulosa, en la que difunde por
gravedad. Se centrifuga a 1500 rpm durante 2 min.

Se afiaden 0.25 ml de High-salt buffer a la columna y se centrifuga a 1500 rpm
durante 2 min. Se repite de nuevo con 0.25 ml del mismo tampdn.

Se lava la columna 3 veces con alicuotas de 0.25 ml de Low-salt buffer. Se
centrifuga a 1500 rpm durante 2 min en cada lavado.

Se introduce un tubo estéril de microcentrifuga siliconizado en el interior del tubo
de 15 ml. El mRNA unido a la columna se eluye lavando la columna 4 veces
sucesivas con 0.25 ml de Elution Buffer, previamente calentado a 65 °C. se
centrifuga a 1500 rpm durante 2 min tras cada aplicacion. Los eluidos se recogen en
el mismo tubo.

Se retira la columna y se saca el microtubo con ayuda de unas pinzas flameadas

El RNA se precipita en un tubo de 15 ml afiadiendo 100 pl de Sample buffer, 10 pl
de Glycogen solution y 2.5 ml EtOH absoluto frio. Se homogeniza la mezcla y se
incuba a -20°C al menos 2 h. Posteriormente, se centrifuga a 4°C durante 10 min a
12000 g.

22.2. SINTESIS DE LA PRIMERA CADENA DE ¢cDNA

1.

La mezcla de reaccion, con un volumen final de 50 pl, contiene: 5 pl de tampén 10x
First-Strand, 3 pl de la mezcla de nucledtidos (dATP, dGTP, dTTP y S5-metil
dCTP), 2 ul del oligo-dT Xkol (1.4 pg/ ub), 1 pl de inhibidor de RNAsa (40 U/ ul) y
5 ng de mRNA en un volumen de 39 pl de agua-DEPC.

Se homogeniza e incuba a TA durante 10 min para el acoplamiento del cebador a la
zona de poliadenilacién.

Se afiaden 1.5 pl de MMLV-RT (50 U/ pl) y se incuba a 37 °C durante 1 h.

La mezcla de reaccion se mantiene en hielo

22.3. SINTESIS DE LA SEGUNDA CADENA DE cDNA

1.

el

La mezcla de reaccion, con un volumen final de 200 pl, contiene: 20 pl de tampén
10x Second-Strand, 6 pl de la mezcla de ANTPs (sin S-metil dCTP), 2 ul de
RNAsa H (1.5 U/ ), 11 pl de polimerasa I de DNA (9.0 U/ pl), 114 pl de agua-
DEPC y 47 ul de la muestra obtenida en el apartado 22.2.

Se homogeniza e incuba a 16 °C durante 2.5 h.

Para asegurar la formacién de extremos romos, se afiaden 23 pl de la mezcla de
dNTPs y 2 ul de la polimerasa de DNA Pfu (Stratagene), y se incuba a 72 °C
durante 30 min.

Se afiaden 200 pul de fenol:cloroformo [1:1 (v/v)] y se agita vigorosamente.

Se centrifuga a méaxima velocidad durante 2 min a TA.

Se transfiere la fase acuosa a un nuevo tubo, se afiade un volumen de cloroformo y
se agita vigorosamente.

Se centrifuga a en una microcentrifuga méaxima velocidad durante 2 min a TA.
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El cDNA, contenido en la fase acuosa, se precipita afiadiendo 20 ul de acetato
sddico 3 M pH 5.2 y 400 pl de etanol absoluto.
Se incuba durante toda la noche a -20 °C.

10. Se centrifuga a maxima velocidad durante 1 ha 4 °C.

11. El precipitado se lava con 500 ul de etanol al 70 %.

12. Se centrifuga a mdxima velocidad durante 2 min.

13. Una vez seco el precipitado, se resuspende en 9 ul de la preparacion que contiene

los adaptadores EcoRI (0.4 pug/ pl).

22.4. LIGACION DE LOS ADAPTADORES EcoRI

L.

2.
3

N ow

A 8 pl de la suspension obtenida en el apartado 22.3 se le afiaden: 1 ul de tampén de
ligasa 10x, 1 pl de ATP (10 mM) y 1 pl de ligasa de DNA T4 (4 U/ pl).
Se incuba durante la noche a 4 °C, o bien, durante 2 dias a 4 °C.

. La ligasa se inactiva incubando la muestra a 70 °C durante 30 min. Se deja enfriar la

reaccion a TA durante 5 min,

A continuacion, se fosforilan los extremos EcoRI ligados al cDNA. Para ello se
afiaden a la muestra: 1 pl de tampon de ligasa 10x, 2 ul de ATP 10 mM, 6 pl de
agua estéril y 1 pl de la enzima polinucleétido quinasa de T4 (10 U/ pl).

Se incuba a 37 °C durante 30 min.

La quinasa se inactiva incubando la mezcla durante 30 min a 70 °C.

La muestra se enfria a TA durante 5 min.

22.5. DIGESTION CON Xhol

L.

v

N

A la mezcla de reaccion del apartado 22.4 se le afiaden: 28 pl del tampoén de la
enzima 1xy 3 ul de Xhol (40 U/ pl).

Se incuba a 37 °C durante 1.5 h.

Se afiaden 5 pl de tampén STE 10X y 125 pl de etanol absoluto a la mezcla de
reaccion.

Se incuba toda la noche a -20 °C.

Se centrifuga a maxima velocidad a 4 °C durante 1 h.

El precipitado se resuspende en 14 pl de tampén STE 1x.

Se afiaden 3.5 pl de colorante de carga de cromatografia.

Tampén STE 10x: 1 M de NaCl, 200 mM de Tris-HCI pH 7.5 y 100 mM de EDTA.

22.6. FRACCIONAMIENTO POR CROMATOGRAFIA

1.
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Para la cromatogafia se acopla una jeringa de 10 ml, sin el émbolo, a una pipeta de 1
ml que porta en su extremo inferior, una porcion de filtro de algodén para retener la
resina Sefarosa CL-2B.

Se pasan por la columna 2 ml de tampén STE 1X y a continuacion, una vez
homogeneizada la suspension de resina, se rellena la columna.

Se lava la columna con 10 ml de tamp6n STE 1x. A continuacidn, evitando que se
seque la resina, se afiade la muestra de cDNA.



4.

5.
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Una vez que la muestra entre en la resina, se afiaden 3 ml de tampon, depositandolos
sobre la pared de la jeringa para evitar cualquier agitacion brusca.

La migracién de la muestra se detecta mediante la difusion del colorante en la
resina. Se recogen progresivamente distintas fracciones del eluido (3 gotas por
fraccion ~100 ul).

Se analizan 8 pl de cada alicuota en un gel de poliacrilamida (PAGE) no
desnaturalizante al 5 %, para determinar la correcta separacion y seleccionar las
fracciones de interés.

PAGE 5 % no desnaturalizante: Se mezclan 10 ml de tampén TBE 5x, 8.33 ml de
una solucion de acrilamida-bisacrilamida (29:1) y 31.67 ml de agua desionizada estéril.
Se desgasifica y se afiaden 25 pul de TEMED y 250 ul de APS al 10 % (p/v).

TBE Sx: 10 mM de EDTA y 0.45 M de Tris-Borato pH 8.0.

22.7. PROCESAMIENTO DE LAS FRACCIONES DE ¢cDNA

1.
2.
3. A lafase acuosa se le afiade un volumen de cloroformo. Se agita vigorosamente y se

Las fracciones seleccionadas se mezclan con un volumen de fenol:cloroformo [1:1
(v/v)] para eliminar las proteinas que han sido arrastradas con la muestra.
Se agita vigorosamente y se centrifuga a maxima velocidad durante 2 min a TA.

centrifuga 2 min a TA a maxima velocidad.

El cDNA, contenido en la fase acuosa, se precipita afiadiendo dos volimenes de
etanol absoluto e incubando toda la noche a -20 °C. El tampon STE 1x contiene
suficiente NaCl para favorecer la precipitacion.

Se centrifuga la muestra a maxima velocidad durante 1 ha 4 °C.

El precipitado se lava con 200 pl de etanol absoluto, pero sin agitar la muestra. Se
elimina el etanol totalmente, pero sin dejar que el precipitado se seque en exceso. Se
resuspende en 5 pl de agua estéril, se cuantifica y se almacena a -20 °C hasta su uso.
Stratagene recomienda ligar 100 ng de cDNA a 1 pg de vector.

22.8. LIGACION DEL ¢cDNA AL VECTOR Uni-ZAP XR

1.

wnN

En un microtubo se mezclan: 100 ng de cDNA en un volumen final de 2.5 pl, 0.5 pl
de tampén de ligasa 10x, 0.5 ul de ATP 10 mM (pH 7.5), 1 ul de vector Uni-ZAP
XR (1 pg/ ul) y 0.5 pl de ligasa T4 de DNA (4 U/ pl).

Se incuba la reaccion toda la noche a 12 °C, o bien, durante 2 dias a 4 °C.

Se utiliza 1 pl de la muestra para el proceso de empaquetam1ento Un tamafio
representativo en una libreria primaria es de aproximadamente ~1. 10° clones. Si el
titulo resultara menor, se utilizan 2-3 pl de la muestra para la ligacion.

22.9. EMPAQUETAMIENTO

Se utiliza el extracto Gigapack Il Gold Packaging Extract (Stratagene).

Procedemos de la siguiente forma:

1.

Se transfiere el extracto de empaquetamiento, almacenado a -80 °C, a hielo seco.
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Se le afiaden 1-4 pl del DNA ligado previamente (0.1-1.0 pg). Se mezcla bien con
ayuda de la pipeta evitando la formacion de burbujas.

Se incuba a TA (22 °C) durante 2 h. Tiempos mayores afectan negativamente a la
eficiencia de empaquetamiento.

Se afiaden 500 pl de tampon SM.

Se afiaden 20 pl de cloroformo y se agita vigorosamente.

Se centrifuga brevemente para sedimentar los restos.

El sobrenadante, que contiene la genoteca, se almacena a 4 °C.

22.10. TITULACION DE LA GENOTECA

L.

2.

Al

0 N

10.

Se refresca la cepa de E.coli XL1-Blue MRF en LB sélido con tetraciclina (apartado
11.2).

Se inocula una colonia en 3 ml de LB suplementado con 0.2 % de maltosa (p/v) y 10
mM de MgSO,. Se deja crecer durante la noche a 30 °C con agitacion (200 rpm).

El prein6culo se diluye 1:10 en 50 ml del mismo medio. Se incuba durante la noche
a 30 °C, o bien de 4-6 h a 37 °C. El cultivo no debe sobrepasar de ODggo = 1.0.

Se centrifuga el cultivo durante 10 min a 500 g.

Las células se resuspenden en 10 mM de MgSOj estéril hasta ODggo = 0.5.

Se aflade 1 pl de la solucion de fagos de la genoteca a 200 ul de bacterias
hospedadoras.

Se incuba durante 15 min a 37 °C para favorecer la infeccion.

A la mezcla se le afiaden: 2-3 ml de agar de cobertera fundido y atemperado a ~48
°C, 15 ul de IPTG 0.5 M (en agua) y SO ul de X-gal [250 mg/ml (en DMF)].

Se vierte la mezcla sobre una placa de medio LB con 10 mM de MgSO, y se deja
solidificar durante 10 min. Se invierten las cajas y se incuban durante la noche a 37
°C.

Los halos de lisis se detectan a las 6-8 h. Transcurridas 8 h de incubacion, se detecta
color. El namero de halos azules deberia ser menor de 1.10° pfu/pg de vector;
mientras que ¢l de los fagos recombinantes (halos blancos) deberia superar al fondo
en 1 6 2 6rdenes de magnitud.

Nota: Las genotecas primarias suelen ser inestables, por lo que se amplifican de
inmediato.

22.11. AMPLIFICACION DE LA GENOTECA EN Uni-ZAP XR

Este paso es necesario para garantizar la mayor representatividad de clones en la

genoteca. Sin embargo, no se recomienda la realizacion de mas de una ronda de
amplificacion, ya que los clones menos representados, estarian aun mdas diluidos. Se
procede de la siguiente manera:

1.

76

Se prepara la bacteria hospedadora como se menciona en el apartado 22.10. Se
diluye en 10 mM de MgSO, hasta ODgo = 0.5. Se utilizan 600-800 pl de bacterias
por cada placa de 150 mm.

Se mezclan alicuotas de la genoteca, conteniendo ~5.10* pfu con 600 pl de bacterias.
El volumen de las alicuotas no debe ser mayor de 300 pl.

Se incuba a 37 °C durante 15 min.
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4. Se afiaden 6.5 ml de agar de cobertera atemperado a 48 °C a cada alicuota. Se

homogeniza y se vierte sobre la placa de medio LB con 10 mM de MgSO,.

Se incuba a 37 °C durante 6-8 h hasta confluencia.

Se cubren las placas con 8-10 ml de SM cada una. Se incuban con agitacién suave

durante toda la noche a 4 °C.

7. Se recoge el eluido de las placas y se reparte en 2 tubos de polipropileno. Se lavan
las placas con 2 ml adicionales de tamp6n SM.

8. Se aflade cloroformo hasta una concentracion final del 5 % (v/v), se mezcla y se
incuba durante 15 min a TA.

9. Se centrifuga durante 10 min a 500 g para eliminar los restos celulares.

10. Se transfiere el sobrenadante a un tubo de polipropileno. Si el sobrenadante
permanece turbio, se repiten los pasos 8 y 9. Si, por el contrario, es translicido se
aflade cloroformo hasta una concentracion final del 0.3 % (v/v) y DMSO hasta el 7
% (v/v). Se dispensa en alicuotas que se almacenan a 4 °C las que vayan a usarse y a
-80 °C el resto de ellas.

ISAIN

23. TECNICA DE RLM-RACE (RNA Ligase Mediated-Rapid Amplification of
¢DNA Ends)

En este trabajo se utiliza el producto GeneRacer™ Kit (Invitrogen), para analizar
la region 5 no codificante de los mRNAs del gen gla66 de T. harzianum.

Este método se aplica para determinar sitios heterogéneos de inicio de la
transcripcion, caracterizar regiones promotoras, determinar la secuencia completa de un
c¢DNA vy asi como las regiones 5° y 3" no codificantes de un gen. Esta técnica permite
descartar aquellos mensajeros truncados que generan variabilidad en el resultado final.
Asi pues, solo se manipulan los mRNAs completos, que ofrecen una informacion
fidedigna acerca de los parametros anteriormente mencionados. Otra ventaja adicional
es la posibilidad de utilizar RNA total.

La técnica (RLM-RACE) se basa en la ligacién de un oligonucleotido de RNA
(Gene Racer™RNA Oligo) al extremo 5 de los transcritos a los que se les ha eliminado
previamente €l cap de guanina (RNA ligase-mediated, RLM), y en una rapida
amplificacion de los extremos del ¢DNA (rapid amplification of cDNA ends, RACE).

Los mensajeros truncados se descartan gracias a un proceso de desfosforilacion
previo a la eliminaciéon del cap, impidiendo por tanto la unién del oligonucledtido,
llevada a cabo por la enzima T4 RNA ligasa (Maruyama and Sugano, 1994; Schaefeer,
1995; Volloch et al., 1994).

Posteriormente mediante un cebador complementario a la regién de
poliadenilacion, se retrotranscribe el mensajero y se somete a PCR. Por ultimo, se
amplifican determinadas regiones del ¢cDNA mediante cebadores especificos. Los
productos obtenidos se subclonan y se secuencian. A continuaciéon se detalla un
esquema del proceso:
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1. El RNA total o el mRNA purificado se tratan con la fosfatasa CIP (calf intestinal
phosphatase) para eliminar los fosfatos 5° de los mensajeros truncados.

cap de Guanina 5’ poliA 3’
mRNA m;G-p-p-p AAAAAA
/e Sl
mRNAs truncados  po, AAAAAA
¥

Otras moléculas PO,

2. Los RNAs se tratan con pirofosfatasa TAP (tobacco acid pirofosfatase) para
eliminar la estructura de guanina (cap) del extremo 5°.

nTAP
mRNA m,G-p-p-PO, AAAAAA
cap de Guanina 5° poliA 37
mRNAs truncados R
Otras moléculas

3. Se liga el oligonucledtido de RNA (RNA Oligo) a las moléculas de RNA.

5 3 -
“0}[ PQ4 AAA.AAA’
RNA Oligo ... poliA 3

Ligasa de RNA

4. Se retrotranscribe el RNA utilizando la transcriptasa reversa AMV-RT y el cebador
complementario a la zona de poliadenilacion (GeneRacer™ Oligo dT).

R'NA Oligo poliA 3’
5_ AAAAAA
NPT UENEN N @Gessssscsscsnssssssssssnansnsnnnnn 3 -(N)“
«— Lranscriptasa  Gene Racer™ Oligo dT
Reversa
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5. Se amplifica la cadena de cDNA sintetizada utilizando cebadores homdlogos al al
extremo 5" (GeneRacer™ 5’ Primer y GeneRacer™ 5’ Nested Primer), a la zona 3’
(GeneRacer™ 3’ Primer y GeneRacer™ 3’ Nested Primer) y cebadores especificos
disefiados para la secuencia de g/la66 (R478, R481, R1662, R2047). Los cebadores
denominados “Nested” se utilizan para corroborar por PCR a partir de los insertos
amplificados, si estos son especificos o por el contrario, son artefactos del proceso
de amplificacion.

GeneRacer™ 5’
| GeneRacer™ 5° Nested Primer

= l R478 R1662 ds cDNA 3’
5 — D
SRS L AAAAAA -(NNNNNNNNNN)
SR TTTTTTT-(NNNNNNNNNN)

+— <+ Q—l-
R481 R2047

GeneRacer™ 3 Nested Primer
GeneRacer™ 3°

6. Se purifican los productos de PCR y se subclonan en el vector pPCR®4-TOPO, para
su posterior secuenciacion.

En la siguiente seccion se detalla el protocolo seguido:

" 23.1. DESFOSFORILACION DEL RNA

1. En un tubo de 1.5 ml se mezclan: 3 pl de RNA total (~5 pg), | pl de tampén CIP
10x, 1 pl de inhibidor de RNAsa (10U/ pl), 1 pl de fosfatasa CIP y 4 ul de H;O
tratada con DEPC.,

2. Se incuba la mezcla a 50 °C durante 1 h y se mantiene en hielo posteriormente 2-3
min.

3. Se afiaden 90 pl de agua-DEPC y 100 pl de fenolcloroformo y se agita
vigorosamente durante 30 segundos.

4. Se transfiere la fase acuosa a un nuevo tubo y se afiaden 2 pl de glucoégeno (mussel

glycogen 10 mg/ml), 10 pul de 3 M de acetato sédico pH 5.2 y 220 pl de etanol 95%

(v/Iv).

Se homogeniza la mezcla y se incuba en hielo 10 min,

Se centrifuga a 13000 g durante 20 min, a 4 °C.

7. El precipitado se lava con 500 pl de etanol 75%. Para ello se invierte el tubo varias

veces con cuidado.

Se centrifuga a 13000 g durante 2 min, a 4 °C.

El precipitado se seca a TA y se resuspende en 7 pl de H;O-DEPC.

S

o %0

23.2. ELIMINACION DE LA ESTRUCTURA DE GUANINA

1. En un volumen final de reaccion de 10 pl se mezclan: 7 pl de RNA desfosforilado, 1
ul de tampén de TAP 10x, 1 pl de inhibidor de RNAsa (10U/ ul) y 1 pl de
pirofosfatasa TAP (0.5 U/ ul).

2. Seincuba a 37 °C durante 1 h y se mantiene en hielo posteriormente 2-3 min.

3. Se repiten los pasos del 4 al 10 detallados en el apartado 23.1.
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4. Se resuspende en 6 ul de H,O-DEPC.

23.3. LIGACION DEL OLIGONUCLEOTIDO DE RNA AL EXTREMO 5

El oligonucledtido (GeneRacer™RNA) ligado al extremo previamente
desfosforilado del RNA contiene 44 bases y su secuencia es la siguiente: 5’
CGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA 3°. Se
siguen los siguientes pasos:

1. Se mezclan los 6 pl del RNA sin el cap de guanina con el oligonucle6tido
GeneRacer™RNA liofilizado (0.25 pg). Se resuspende cuidadosamente.

2. Se incuba a 70 °C durante 5 min para eliminar las estructuras secundarias y se
mantiene en hielo 2-3 min.

3. Seafiade 1 pl de tampon de ligasa 10x, 1 ul de 10 mM de ATP, 1 pl de inhibidor de

RNAsa (10 U/ ul) y 1 ul de ligasa T4 de RNA (5U/ pl).

Se incuba a 37 °C durante 1 h y se mantiene en hielo posteriormente.

Repetir los pasos del 3 al 9 detallados en el apartado 23.1.

Se resuspende el precipitado cuidadosamente en 13 pl de H,O-DEPC.

N

23.4. TRANSCRIPCION REVERSA

Para retrotranscribir el producto de la ligacion realizada en el apartado anterior,
se utiliza el cebador GeneRacer™OligodT Primer, de 54 bases, cuya secuencia es:
5'GCTGTCAACGATACGCTACGTAACGGCATGACAGTG(T);s 3. Se procede
segun se detalla a continuacion:

1. Se afiade 1 pl del cebador GeneRacer™Oligo dT Primer.

2. Se incuba a 70 ° C durante 5 min para eliminar posibles estructuras secundarias y se
mantiene en hielo 2-3 min.

3. Se afiade 1 pl de solucion 25 mM de dNTPs, 2 pl de tampén RT 10x, 1 ul de
retrotranscriptasa AMV-RT (5 U/ ul) y 2 pl de inhibidor de RNAsa.

4. Seincuba a 42 °C durante 1 h.

5. Tras la retrotranscripcion, se incuba la mezcla durante 15 min a 85 °C, o bien 2 min
a 94 °C, para inactivar la enzima.

6. Se almacena a -20 °C, o bien se continia con el proceso de amplificacion,

23.5. AMPLIFICACION DEL cDNA

Para llevar a cabo este proceso, se realizan en primer lugar amplificaciones que
abarcan distintas regiones solapantes del cDNA. Para ello se utilizan cebadores
especificos comerciales homélogos a la zona 5 adicionada previamente al mRNA
(GeneRacer™ 5’ Primer) y homoélogos a la cola de poliA del cDNA (GeneRacer™ 3’
Primer). En las amplificaciones realizadas a partir de regiones internas, los cebadores
especificos se disefian segiin el siguiente criterio:

- El contenido en GC debe oscilar entre el 50 y el 70%, para conseguir una Tm mayor
de 70 °C, lo que contribuye a una mayor especificidad en la reaccion.
- Lalongitud debe estar comprendida entre 23-28 nucledtidos.
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- Se debe minimizar el contenido en GC en la dltimas cinco bases del cebador,
especialmente en el extremo 3'; esto es, que no posea mas de dos nucleétidos G o C.

- Deben evitarse secuencias que complementen consigo mismas, especialmente en la
zona 3’.

En segundo lugar, para comprobar la especificidad de los productos
amplificados y descartar posibles artefactos, se efectuan sobre ellos reacciones de PCR
con cebadores comerciales especificos de regiones mas internas (GeneRacer ™ 5y 3’
Nested Primers, ver punto 5 del apartado 23).

La polimerasa que se utiliza en las reacciones de amplificacion es la Pwo
Polymerase (Roche), como se describe previamente en el apartado 7.4. El proceso
consta de las siguientes fases de temperatura y tiempo:

-Un ciclo: 94 °C, 2 min

-Treinta ciclos: 94 °C, 15 s; 68 °C, 45 s, 72 °C, el tiempo se adecta a la reaccion
considerando que es necesario 1 min/kb amplificada.

- Un ciclo: 72 °C, 7 min.

Para los procesos de amplificacion se usa 68 °C como Tm media. Las zonas
pertenecientes al DNA molde frente a las que se disefian los cebadores especificos para
el RACE, se detallan en el capitulo 3 del presente trabajo. A continuacion se especifica
la secuencia y la Tm de los cebadores utilizados en el RACE:

Cebador | Secuencia | Bases | Tm
GeneRacer™ 5 Primer || 5 CGACTGGAGCACGAGGACACTGA 3’ |l 23 | 7
GeneRacer™ 5’ Nested Primer | 5’ GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA3 || 26 | 718°C
GeneRacer™ 3 Primer | 5' GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG 3’ | 25 ] 16°C
GeneRacer™ 3’ Nested Primer || 5" CGCTACGTAACGGCATGACAGTG 3 | 23 | mec
R481 | 5" AAGAGAGCCAGAGGGGTTTGAGAT 3’ | 24 | macc
R478 | 5 GGGATCTCAAACCCCTCTGGCTCTC 3 | 25 | 7m83°cC
RI662 | 5" AACGGAAGTCGGGGTAGCACAGGAATGGY | 28 | 717°C
R2047 || 5" TTTCAATCCCCCATCTTCCATCTG 3 | 24 | 705°C

SUNNURR§ NUUURNS | NUUOL SO | SN § SO § IO S | Su—

Tabla 5. Cebadores utilizados para la técnica de RACE-RLM

Tras los distintos procesos de PCR, se purifican los fragmentos de DNA
amplificados como se describe en el apartado 3.3. A continuacidn, ya que la enzima
Pwo deja extremos romos, se efectiia la adicion de adeninas a los extremos del inserto
como se describe en el apartado 7.4.1. Posteriormente, los fragmentos de DNA se
subclonan en el vector pCR®4—TOPO y se transforma la cepa de E. coli
correspondiente, con el producto de ligacion. Los clones positivos se utilizan como
material de partida para la obtencion de plasmido y su posterior secuenciacion.
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1. EL SISTEMA QUITINOLiTICO DE Trichoderma

La quitina es un homopolimero, ampliamente distribuido en la naturaleza,
constituido por unidades de N-acetil-D-glucosamina (NAGa) unidas entre si por enlaces
B-1,4. La degradacién enzimatica de la quitina esta implicada en numerosos procesos
biolégicos, como la autolisis, la morfogénesis y la nutricién, y juega un papel
fundamental en las relaciones que los hongos poseen con las plantas, con los insectos y
con otras especies fiingicas. Las enzimas quitinasas son las encargadas de hidrolizar los
enlaces existentes entre los monémeros que constituyen la quitina o los
quitooligémeros.

1.1. DEFINICION Y NOMENCLATURA

La nomenclatura utilizada para las enzimas quitinoliticas, resulta confusa e
inadecuada en el caso de Trichoderma, ya que no se reconocen actividades como la de
las quitobiosidasas y no resulta clara en cuanto a la clasificacion de las actividades (exo-
/endo-). Teniendo en cuenta los criterios de nomenclatura descritos por Webb (1992),
las quitinasas se clasifican de la siguiente forma, atendiendo a los productos de reaccién
finales que se generan tras la hidrélisis (Lorito, 1998):

Mecanismo de accion Producto
Endoquitinasa (EC 3.2.1.14) O-an-am—
o e e W e S
Bt { -0 0000500000500 650D . — o--—

e |

Quitin 1,4-B-quitobiosidasa

_[——— e 111
-
B-N-acetilhexosaminidasa (EC 3.2.1.52) s
Bidss s iacah p e

Extremo reductor

et |
Extremo no reductor =

Microfibrilla de quitina -5
Lugar de hidrélisis T

Figura I.1. Mecanismo de accién de las quitinasas en Trichoderma
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*Endoquitinasas (EC 3.2.1.14): Son las quitinasas a las que se hace referencia en la
Nomenclatura Enzimatica descrita por Webb (1992). Genera cortes aleatorios en la
quitina y en los quitooligémeros, liberando una mezcla de productos de diferente
tamafio, que son solubles y de bajo peso molecular (Figura I.1A). Mayoritariamente se
genera diacetilquitobiosa [(NAGa)].

* Quitin-1,4-B-quitobiosidasa (quitobiosidasas): Engloba a exoquitinasas que
hidrolizan la quitina y los quitooligdmeros generando como producto final (NAGa),
(Figura I.1B). Este tipo de enzimas y sus caracteristicas han sido ampliamente descritos
en la literatura (Harman et al., 1993; Lorito et al., 1993). El término quitobiosidasa no
esta oficialmente reconocido por la Nomenclatura Enzimética, y se tomé por analogia
con la nomenclatura de las enzimas celuloliticas (Webb, 1992).

* p-N-acetilhexosaminidasa (EC 3.2.1.52): Incluye aquellas enzimas que degradan la
quitina y los quitooligbmeros desde su extremo reductor generando como unico
producto de hidrélisis N-acetil-D-glucosamina (Figura 1.1C). En la Nomenclatura
Enzimética se las denomind en un principio como quitobiasas (EC 3.2.1.52) y N-acetil-
B-D-glucosaminidasa (EC 3.2.1.30), nombres que fueron posteriormente descartados.

2. LAS QUITINASAS DE T. harzianum

El sistema de quitinasas de Trichoderma se ha estudiado en detalle, debido a la
importancia que poseen dentro del antagonismo y a su uso potencial en la industria, en
la medicina y en los programas de control biolégico. Aunque la producciéon de
hidrolasas o CWDEs (Cell Wall Degrading Enzymes) por parte de Trichoderma se
conoce desde hace tiempo, fue hace unos afios cuando comenzaron a purificarse y a
caracterizarse muchas de estas enzimas, entre las que ademés de quitinasas, se hallaron
glucanasas, proteasas, lipasas y amilasas, entre muchas otras (Lorito, 1998).

Las quitinasas se han descrito en numerosas especies de Trichoderma, aunque el
sistema enzimatico mas estudiado hasta el momento ha sido el de T. harzianum (Tabla
L1).

2.1. PRINCIPALES FUNCIONES

Las quitinasas fiingicas estan implicadas en procesos bioldgicos tan diversos
como la obtencién de nutrientes, la defensa y la morfogénesis; aunque son pocos los
estudios de disrupcién génica en Trichoderma, que permiten afirmar la funcién
especifica de estas enzimas.

En la morfogénesis, las quitinasas intervienen en procesos como la elongacién
de las hifas y su ramificacién, la separacion celular, la germinacion de las esporas, la
respuesta a dafios mecanicos y la autolisis (Gooday, 1990; Sahai y Manocha, 1993). Su
localizacidn es intracelular, aunque pueden hallarse en el espacio periplasmico. Aunque
en Trichoderma no existen pruebas que demuestren fehacientemente la funcién de las
quitinasas en los procesos morfogenéticos, se han realizado trabajos cuyos resultados
sugieren que estas enzimas posiblemente estén implicadas en éstos. Tal es el caso de la
quitinasa CHIT102, que se detecta intracelularmente en condiciones de no induccion
(Haran et al., 1995), o de la actividad hexosaminidasa que en I. harzianum P1 esta
asociada a la pared celular (Peterbauer et al., 1996).
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Enzima Cepa Actividad enzimatica  Gen

CHIT102 ™ hexosaminidasa

CHIT72 P1 hexosaminidasa nagl (Peterbauer et al., 1996)

(CHIT73) ™ excl (Draborg et al., 1995)
IMI298372

CHIT64 39.1 hexosaminidasa

CHITS2 ™ endoquitinasa

CHIT42 39.1 endoquitinasa ThEn-  (Hayes et al., 1992)
CECT2413 42 (Garcia et al., 1994)
P1 chit42  (Carsolio et al., 1994)
™ ech-42 (Draborg et al., 1996)

chil

CHIT40 P1 quitobiosidasa

CHIT37 CECT2413 endoquitinasa

CHIT36 ™ endoquitinasa chit36  Viterbo et al., 2001

CHIT33 CECT2413 endoquitinasa chit33 Limon et al., 1995
™

CHIT31 ™ endoquitinasa

CHIT28 T™198 hexosaminidasa

Tabla L1. El sistema quitinolitico de 7. harzianum (basado en Lorito, 1998)
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Por otro lado, las quitinasas pueden intervenir en el antagonismo y en el
saprofitismo. En el caso de la quitinasa CHIT33, la ausencia de determinados dominios
en su secuencia, presentes en aquellas quitinasas implicadas en morfogénesis, sugiere
un papel nutricional para esta enzima (Limén et al., 1995); ademés, el aumento de la
capacidad de biocontrol en cepas transformantes superproductoras de CHIT33, apoya
este hecho (Limén et al., 1999). Otra de las quitinasas implicadas en el biocontrol es la
CHIT42. En el caso de T. harzianum P1 se ha demostrado que la disrupcién del gen
ech42 afecta negativamente a su capacidad antagonista frente a la mayoria de los
patégenos ensayados (Woo et al., 1999). La superproduccién de CHIT42 y CHIT36 en
las cepas CECT 2413 y TM, respectivamente, potencia el antagonismo de éstas frente a
los patdgenos Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum y Sclerotium rolfsii, lo cual
refuerza la funcién de estas enzimas en el micoparasitismo (Limén, 1999, Tesis
Doctoral; Viterbo et al., 2001). Sin embargo, no ocurre lo mismo con la quitinasa Ech42
de T. harzianum IMI 206040, cuya disrupcion génica no afecta en absoluto al
antagonismo ejercido por la cepa, por lo que no se considera una enzima esencial en
este proceso (Carsolio et al., 1999). En el caso de la cepa T. virens Gv29-8, se ha
demostrado que la endoquitinasa extracelular codificada por el gen cht42, estd
implicada en el micoparasitismo ejercido sobre R. solani; la sobreexpresién y la
disrupcién del gen cht42 en esta cepa, mejora y reduce respectivamente, de forma
significativa, el control ejercido sobre el patégeno (Baek ef al.,1999).

2.2. REGULACION DE LAS QUITINASAS EN T. harzianum
2.2.1. Mecanismos de induccién

La regulacién de las diversas quitinasas de Trichoderma ha sido objeto de
estudio desde hace afios, con el fin de conocer de qué forma estan implicadas en el
micoparasitismo y a qué responde su sintesis.

Hasta el momento, numerosos trabajos describen la influencia de determinadas
fuentes de carbono sobre la expresion de las quitinasas (Dana et al., 2001; Garcia et al.,
1994; Limon et al., 1995; Mach et al., 1999; Peterbauer et al., 2002; Zeilinger et al.,
1999). Estos estudios in vitro, han tratado de mimetizar las condiciones que pueden
darse en el antagonismo. De este modo, se ha comprobado que la mayoria de las
quitinasas se inducen en presencia de quitina, paredes celulares fiingicas o micelio,
como fuentes de carbono. Los oligbmeros producidos en la hidrdlisis de quitina, la
carencia de nutrientes, situaciones de estrés o incluso estimulos luminicos, inducen la
sintesis de quitinasas en Trichoderma (Carsolio et al., 1994; Dana et al., 2001; Garcia et
al., 1994; Mach et al., 1999; Peterbauer et al., 1996).

Diversos estudios realizados frente a paredes celulares y micelio de hongos
hospedadores, han profundizado sobre el mecanismo de induccién. En el caso de la
glucosaminidasa CHIT102, el reconocimiento por parte de T. harzianum de una lectina
purificada de la pared celular del patégeno S. rolfsii, induce la expresién de esta
quitinasa, por lo que su activacién depende de una interaccion lectina-carbohidrato y no
de la presencia de quitina (Inbar & Chet, 1992). Por otro lado, el uso de micelio
autoclavado como fuente de carbono induce la expresion de las quitinasas CHIT33 y
CHIT42 en mayor medida que la quitina (Garcia et al., 1994; Limén et al., 1995);
incluso el uso de micelio autoclavado de Phytophthora, que carece practicamente de
quitina, induce aunque en menor medida la expresién de CHIT42 (Garcia et al., 1994),
lo que demuestra que la presencia de componentes de la pared celular del hospedador,
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es importante en la expresién de estas enzimas. En el caso de las quitinasas CHIT73 y
CHIT102, su expresién se ve afectada de forma negativa si Trichoderma se incuba con
micelio autoclavado de S. rolfsii, lo que sugiere que para la induccién, son necesarios
elementos procedentes del hospedador vivo (Inbar & Chet, 1995).

La realizacién de cultivos duales ha manifestado la existencia de un mecanismo
secuencial en la activacién de las quitinasas. En experimentos de confrontacién de T
harzianum con el patégeno S. rolfsii, la quitinasa CHIT102 aparece en el momento del
contacto entre ambos micelios, disminuyendo su expresiéon a medida que avanza la
interaccién, aumentando por el contrario la expresion de la quitinasa CHIT73 (Inbar &
Chet, 1995). En ensayos frente a R. solani, el gen ech42 se induce en etapas previas al
contacto con el patdgeno, mientras que el gen nagl sdlo se activa una vez que se
produce la interaccién entre ambos (Zeilinger et al., 1999).

Por otro lado, los ensayos duales han mostrado que el antagonismo ejercido por
T. harzianum, comprende actividades enzimaticas diferentes segin el hongo hospedador
utilizado. Por tanto, existen procesos especificos segun el patégeno al que se
micoparasita, que delimita el rango de hospedadores de cada cepa de Trichoderma. En
el caso de R. solani, se inducen las quitinasas CHIT52, CHIT42, CHIT33 y CHIT102,
lo que contribuye a que la interaccién con el hospedador sea eficiente; no ocurre lo
mismo si se confronta con S. rolfsii, donde sélo se expresan la CHIT102 y la CHIT73,
mostrando una interaccion ineficaz (Chet et al., 1998).

Las quitinasas parecen estar sujetas a represion catabélica por glucosa. Incluso
en presencia de inductores, la adicién al medio de cultivo de cantidades crecientes de
glucosa, reprime la expresién de numerosas enzimas hidroliticas, entre ellas, las
quitinasas. El glicerol en Trichoderma, puede actuar como fuente de carbono neutra;
aunque en el caso de las enzimas CHIT42 y CHIT33, actua como represora (Carsolio et
al., 1994; Dana et al., 2001; Garcia et al., 1994; Mach et al., 1999). En algunos casos,
se ha descrito un nivel basal de expresién incluso en presencia de una fuente de carbono
represora, lo que podria contribuir a una primera actuacion sobre el hongo hospedador o
sustrato, que liberara oligémeros o componentes que actuaran como elicitores en el
micoparasitismo (Kullnig et al., 2000; Limén et al., 1995; Margolles-Clark ef al., 1996;
Zeilinger et al., 1999). De este modo, las quitinasas constituirian piezas clave en las
etapas previas al micoparasitismo.

En conclusién, el sistema quitinolitico de Trichoderma responde a estimulos
especificos, como el reconocimiento de un componente en la pared celular del
hospedador (Inbar & Chet, 1995); y a estimulos inespecificos, como el estrés fisioldgico
producido por la carencia de nutrientes, luz, etc.

2.2.2. Estructura de las secuencias reguladoras. Estudios de regulacion génica

El estudio de los promotores de numerosos genes de enzimas hidroliticas, que
intervienen en el micoparasitismo, muestra la existencia de secuencias consenso de
unién a factores transcripcionales, relacionados con la represion catabdlica por glucosa
(CREA), con la regulacién por nitrégeno (AREA), y con la respuesta a situaciones de
estrés (STRE) o choques térmicos (HSE), entre otros.

La represién mediada por la glucosa se ha estudiado extensamente en 4.
nidulans, donde interviene el factor CREA, cuya funcién ha sido probada en numerosos
analisis moleculares y genéticos (Kulmburg et al., 1993). CREA regula negativamente
la transcripcién al unirse a secuencias especificas del promotor, cuyo consenso es 5'-
SYGGRG-3". El reconocimiento de esta secuencia ocurre por medio de los dos dedos
de zinc, de tipo C,H,, que contiene el factor de transcripcion.
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El gen creA se ha clonado en varios hongos filamentosos, siendo la homologia
entre ellos bastante alta; en S. cerevisiae su equivalente es el gen MIG! (Nehlin &
Ronne, 1990). En T. reesei y T. harzianum se ha clonado el gen crel, que presenta un
46% de homologia con el gen cred de A. nidulans (Ilmén et al., 1996a). La secuencia
consenso de unién al promotor, semejante a la de Aspergillus, se ha encontrado en las
regiones 5’ reguladoras de varios genes de xilanasas y celulasas de T. reesei, y de un
gen de quitinasa de T. harzianum (Lorito et al., 1996b; Mach et al., 1996; Zeilinger et
al., 1996). El factor CRE1 necesita ser fosforilado para unirse al DNA, al contrario que
MIG]1, que se inactiva al fosforilarse (Kubicek-Pranz, 1998).

La unién de CRE1 al promotor del gen ech42 ha sido objeto de estudio, en el
analisis molecular del proceso de interaccion de T. harzianum con B. cinerea. Los
resultados sugieren que tras la interaccioén con el patégeno, se une un complejo proteico
a la regién reguladora, que contribuye a la liberacién de CRE1 del promotor, incluso en
presencia de glucosa. Este complejo actuaria como regulador positivo en la expresion de
ech42 (Lorito et al., 1996b). Otro trabajos realizado, relacionado con CREl, ha
consistido en la obtencidn de la cepa RutC30 de T. reesei, que superproduce celulasas al
tener mutado un alelo cre/ (Ilmén et al., 1996a). Este trabajo ha sido muy 1til para la
obtencién de cepas hiperproductoras de enzimas hidroliticas (Margolles-Clark et al.,
1996).

La represion existente en presencia de glicerol, como fuente de carbono, de
determinados genes en Trichoderma (Carsolio et al., 1994; Dana et al., 2001, Garcia et
al., 1994, Mach et al., 1999), plantea la existencia de otra forma alternativa de represién
independiente a la generada por CRE1.

En cuanto a la regulacién mediada por otras fuentes de carbono, cabe destacar el
trabajo realizado por Peterbauer y colaboradores (2002a), donde identifican un elemento
de respuesta a N-acetil-glucosamina en el promotor del gen nagl, que codifica una
glucosaminidasa en la cepa 7. harzianum P1. Este elemento consta de una secuencia
palindrémica 5°- CCAGN;3CTGG-3, que contiene en su region central una caja 5'-
CCAAT-3". La mutagénesis de este elemento y de otro de secuencia similar al motivo
de respuesta a estrés general (5-CCCCT-3"), genera la pérdida de induccién por N-
acetil-glucosamina.

En cuanto a la regulacibn mediada por nitrégeno en hongos, el factor
transcripcional se une a la secuencia consenso 5-HGATAR-3’, ejerciendo de regulador
positivo en condiciones de carencia de nitrégeno. En A. nidulans interviene el factor
AreA, codificado por el gen ared, que interviene en la transcripcion de mas de cien
genes implicados en la utilizacién del nitrégeno (Arst & Cove, 1973). La unién de AreA
se lleva a cabo mediante interacciones hidrofébicas entre su dedo de cinc y la primera
base de la secuencia consenso (Ravagnani et al., 1997). Actualmente se conocen genes
homélogos en otros hongos, como por ejemplo el gen nit-2 en N. crassa (Fu & Marzluf,
1990). Aunque numerosos genes de Trichoderma contienen en sus promotores cajas 5'-
HGATAR-3’, todavia no se ha demostrado si éstas son funcionales. Se ha comprobado
en el gen chit33 de T. harzianum, cuya secuencia promotora contiene cajas 5'-
HGATAR-3’, que su expresién se induce al bajar cien veces la concentracién de
nitrégeno en el medio de cultivo (Dana et al., 2001).

En la respuesta a estrés general, los factores especificos de transcripcion se unen
a la secuencia consenso 5-WAGGGG-3" o secuencia STRE (STress Response
Element). En S. cerevisiae se han descrito los factores Msn2p y Msndp, que
interaccionan con la caja consenso por medio de sus dedos de zinc de tipo C;H, (Ruis &
Schiiller, 1995). En T. harzianum P1 se ha descrito recientemente el factor de
transcripcidon Sebl (Peterbauer et al., 2002b), producto del gen sebl, que presenta una
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homologia del 64% con los factores Msn2/4p de S. cerevisiae. Los experimentos de
disrupcién génica llevados a cabo relacionan a este gen con la respuesta a estrés
osmotico, pero no parece estar implicado en la respuesta a otro tipo de agentes
estresantes, como cadmio, pH o dafios en la membrana (Peterbauer et al., 2002b)

El motivo STRE se ha localizado en los promotores de genes de quitinasas de
Trichoderma, como el ech42, nagl y chit33 (Dana et al., 2001; Lorito et al., 1996b,
Peterbauer et al., 2002b). Aunque su implicacion en la respuesta a estrés no se ha
demostrado hasta el momento, algunas de estas quitinasas si responden a determinadas
situaciones de estrés fisiologico, como presidn osmética, presencia de etanol, bajas
temperaturas y altas temperaturas (Dana et al., 2001; Mach et al., 1999).

Resultados que relacionan al elemento STRE con otras funciones, sugieren que a
este motivo pueden unirse proteinas implicadas en procesos muy diversos. Por ejemplo,
en el caso del promotor del gen nagl, que no responde a estrés, se ha visto que la
secuencia 5'-CCCCT-3" es necesaria para que se active por N-acetil-glucosamina
(Peterbauer et al. 2002a). En el caso de Yarrowia lipolytica, a este motivo se une la
proteina Mhylp, cuya produccién aumenta considerablemente en la transicion de
levadura a hifa (Hurtado & Rachubinski, 1999).

Otro elemento de interés que encontramos en los promotores de numerosos
genes de enzimas hidroliticas, es el relacionado con la respuesta a choque térmico o
HSE (Heat Shock Elements). Los HSE se han estudiado extensamente en levaduras y
eucariotas en general (revisado en Mager & Kruiff, 1995). Contienen el consenso 5'-
nGAAn-3’, que puede hallarse repetido de 3 a 6 veces, en orientaciones alternativas. El
espacio entre cada elemento repetido varia desde 3 a 85 pares de bases, siendo también
variable la distancia de los elementos al origen de transcripcién. La secuencia del HSE
estd muy conservada, las adeninas pueden cambiar en la secuencia, pero la guanina esta
totalmente conservada, de hecho, su sustitucion por otra base anula totalmente la
funcién de la caja en el promotor. A los HSE se les unen los factores HSF, que en
estado inactivo se encuentran como monomeros en el citoplasma sin capacidad de
unirse al DNA. La existencia de una situacion de estrés por choque térmico, conduce a
la formacién de homotrimeros con capacidad de unién al HSE.

Aunque su funcionalidad no ha sido demostrada ain en Trichoderma, la
activacion de la quitinasa ckit33 bajo choque térmico, sugiere que €l HSE presente en su
promotor, pudiera estar implicado (Dana et al., 2001).

En cuanto a los estudios de regulacion génica realizados en Trichoderma, han
sido varios los marcadores utilizados para el analisis de promotores. Los primeros
estudios se llevaron a cabo con los genes lacZ y uidA, que codifican la B-galactosidasa y
la B-glucuronidasa, respectivamente. El uso de estos marcadores ha permitido analizar
cuantitativamente las regiones reguladoras de los genes cbhl y cbh2 de T. reesei (Mach
& Zeilinger, 2003). En estudios posteriores se ha utilizado el gen Aph de E. coli, que
codifica la higromicina B fosfotransferasa, para analizar los promotores de dos genes de
xilanasas de T. reesei, xynl y xyn2 (Mach et al., 1996; Zeilinger et al., 1996).

Los promotores de los genes echd2 y nagl de T. harzianum P1 y el del gen
chit33 de T. harzianum CECT 2413, han sido analizados con los genes marcadores de la
glucosa oxidasa goxA de A. nidulans y del gen gfp de Aquorea victoria (Dana et al.,
2001; Mach et al., 1999; Zeilinger et al., 1999). La utilizacién de estos sistemas ha
permitido realizar un estudio pormenorizado, respecto al efecto generado por diversas
fuentes de carbono y situaciones de estrés en los promotores.

El gen gfp se ha utilizado en otras ocasiones para realizar un seguimiento sobre
la colonizaci6én del hongo en el suelo; en comparacion con los marcadores lacZ y uidA,
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resulta un sistema sencillo, pues no necesita de sustrato para reaccionar y ademas
Trichoderma no presenta actividad residual (Yeoung-Senk et al., 2000). El gen
marcador goxA4, ha permitido analizar cuantitativamente la expresiéon de promotores
nativos y ha constituido igualmente una herramienta 1til en el analisis de delecién de
estos en Trichoderma (Dana et al. 2001; Mach et al., 1999; Peterbauer et al., 2002a).
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1. LA REGION REGULADORA DE chit33

La region reguladora del gen que codifica la quitinasa de 33 kDa (CHIT33) de T.
harzianum CECT 2413, se aislé a partir de una genoteca de DNA gen6émico (gDNA)
[Limén, 1999, Tesis Doctoral], construida previamente en Lambda GEM®-11 (Lora,
1994, Tesis Doctoral). Para ello se utiliz6 como sonda el cDNA completo
correspondiente al gen chit33 (Limén e al., 1995). De los tres clones gendmicos
aislados, se escogi6 para este estudio el clon S1, que contenia parte de la regién 5" no
codificante del gen chit33 y 2.1 kb que incluian la regién promotora del DNA genémico
de chit33 (Figura 1.2).

S1

"jcoRV BamH] Sacl
Kpnl

Promotor
a > —ié\v

e
T
2.1kb chit33

Figura I.2. Esquema del clon utilizado para el aislamiento del promotor del gen chif33

La secuencia de S1 se utilizé para disefiar dos cebadores especificos, los cuales
amplificarian una regién de 1.4 kb, que englobaria la regién reguladora del gen chit33, a
la que se llamé pchit33. Los cebadores se denominaron Xho 5° (5'-
AGCTCGAGTGGGATGTATCCTCTTTAAGTGC- 3°) y Xba 3" (5-CCTCTAGA
TGCTGAGGCTATCGGATC-3"), atendiendo a la orientacidn que presentaban respecto
al promotor.

El oligémero Xba3’ se posiciond 15 pb aguas arriba del inicio de la traduccién
de la proteina, por lo que amplifica parte de la secuencia 5" no codificante. Las
secuencias de los cebadores, incluian las dianas Xhol y Xbal, lo que permitia subclonar
de forma dirigida el inserto obtenido tras la amplificacién. La PCR se llevé a cabo con
enzimas de alta fidelidad, para evitar la generacién de errores de secuencia, tal y como
se describe en el apartado 7.4 de Materiales y Métodos. El inserto amplificado, se
digiri6 con las enzimas correspondientes y se subcloné en el vector pSK, obteniéndose
asi la construccion pSK-pchit33 (Figura 1.3).

Una vez obtenido el clon pSK-pchit33, se procedié a su secuenciacién, para
corroborar y analizar la regién reguladora de la quitinasa. El andlisis del promotor
revelé la existencia de secuencias consenso o cajas putativas, que podrian estar
implicadas en la regulacién transcripcional de la quitinasa CHIT33. Por un lado, se
hallaron una caja 5'-TATAA-3" en la posicion -108, y tres cajas 5'-CCAAT-3" en las
posiciones -826, -643 y -202. Estas ultimas, son secuencias activadoras de la
transcripcion, existentes en diversos organismos y comunes en numerosos genes. En el
caso de las levaduras, se les une una proteina heterotrimérica que actiia como complejo
de activacién. En hongos filamentosos, este motivo consenso también se ha descrito; y
particularmente en el caso de Trichoderma, se ha referido a genes de xilanasas y
celulasas de T. reesei (Zeilinger et al., 1996,1998)

Por otro lado, se localizaron motivos 5-HGATAR-3" en las posiciones -365 y
704, relacionados con el factor AreA, implicado en la utilizacién de nitrégeno en A.
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nidulans (Ravagnani et al., 1997). En la posicion -156 se localiza la secuencia 5'-
SYGGRG-3’, consenso para la unién del factor CreA/Crel, relacionado con la represién
por catabolito de carbono (Kulmburg ef al., 1993; Cubero & Scazzocchio, 1994; Ilmén
et al.; 1997).

S1

Xho5’
e P
S i i -

Xba 3’
PCR

Xho35 En‘lmj';’ .

1.4 Kb Xba 3

)(hol/Xball

‘)(‘/m,\’ﬁ‘ '

1.4 Kb

Kpnl
Apal
Dral
Xhol

Fi(+)

Amp

pBluescript Sall
gy O | i
O
LacZ EcoRV

EcoRI
Psil
Smal
BamHI
Spel
Xbal
Norl
Xmal
Sacll
BstX1
Sacl

pSK Xhol/Xbal

Fl(+)

Amp

pSK-pchit33
ColEl 4.3 kb

pehit33

Xbal Notl Xmal Sacll BstXl1 Sacl

Figura 1.3. Obtenci6n de la construccién pSK-pchit33

Otro de los motivos consenso hallados en el promotor, localizado en la posicién
-511, esta relacionado con la respuesta a estrés general (5-CCCCT-3"). En el caso de
las levaduras, estan implicados los factores Msn2p/Msndp (Marchler et al., 1993); y en
T. atroviride el factor Sebl, que participa en la respuesta frente a estrés osmoético
(Peterbauer et al., 2002b). Sebl presenta homologia con los factores de transcripcién
Msnp de levaduras, en la regién correspondiente al dedo de zinc.

La respuesta a estrés térmico en levaduras y otros eucariotas, estd directamente
relacionada con la existencia de secuencias HSE (heat-shock-elements) funcionales en
el promotor. El motivo HSE, cuyo consenso es 5'-nGAAn-3’, aparece repetida de 3 a 6
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veces en orientaciones alternativas (Mager & Kruiff: 1995). En chit33, se encuentra una
secuencia que podria funcionar como HSE en la posicién -1342 del promotor.

Por el contrario, no se encontraron secuencias homélogas en un 100% a los
cuatro motivos MYC (5-GGCAWTCGGCAT'-3’, 5'-GGGCAC-3", 5'-TTGGCAA-3’
y 5'-GCTTCA-3’), descritos en las regiones 5' reguladoras de los genes ech42 y prbl
de T. atroviride IMI 206040, los cuales parecen estar implicados en el proceso de
micoparasitismo (Cortés ef al., 1998). Tampoco se hall6 ninguna secuencia homologa al
motivo relacionado con la activacién por N-acetil-glucosamina (NAGa) descrito en el
gen nagl de 7. harzianum P1. Este motivo, 5-CCAGN;3CTGG-3’, incluye una caja
CCAAT en el espaciador que contiene (Peterbauer ef al., 2002a).

En la Figura 1.4, se muestra un esquema de las posibles cajas implicadas en la
regulacién de chit33.

NUTRICION
MIG1/Crel: &
GATA: .

ESTRES
F\HL‘i ‘
HSE: A

A —A chit33

Figura I.4. Secuencias reguladoras putativas halladas en pchit33. En el
presente esquema podemos observar las posibles cajas de unién a reguladores
de la transcripcién. Se representan las relacionadas con la nutricién celular,
como las implicadas en la represién catabdlica por carbono, mediante
MIG1/Crel; y en el metabolismo del nitrégeno, como GATA. Por otro lado se
esquematizan aquellas relacionadas con situaciones de estrés general, Sire; y
estrés térmico, HSE.

2. CONSTRUCCION DE LOS VECTORES pZEGA33 Y pMDJ1

El objetivo principal del presente estudio, ha sido analizar cualitativa y
cuantitativamente la regulacién del gen chit33. Para ello, se realizé una fusién
transcripcional del fragmento de 1.4 kb con dos genes marcadores diferentes. Por una
parte, se utiliz6 el gen gfp, que codifica una versién modificada de la proteina
fluorescente (GFP) de Aguorea victoria, que permite analizar cuindo se induce la
transcripcion desde la region reguladora. Por otra, se fusioné al gen goxd de A. niger,
que codifica la glucosa oxidasa, que permite cuantificar la expresién del gen en distintas
condiciones de cultivo.
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2.1. CONSTRUCCION DEL VECTOR pZEGA33

Para llevar a cabo la construcciéon pZEGA33, se utilizé el vector pZEGAI
(Zeilinger et al., 1999), que contiene el gen gfp bajo el promotor constitutivo de la
piruvato quinasa (ppkil) de T. reesei. Este promotor se reemplazé por el de la quitinasa,
tras eliminarlo de pZEGA1 por digestion y sustituirlo por el fragmento de 1.4 kb
obtenido por PCR (apartado 1, Capitulo 1), digerido previamente con las enzimas Xhol
y Xbal. El esquema del proceso se detalla en la Figura L.5.

pchit33

Xha
Xba/ Xhol

Nsi

pchit33

—

Xba/ Xhol
Hinalll

Xhd

pchit33

pZEGA33

6.70 Kb

Hindlll

Figura L.5. Obtencion del vector pZEGA33
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2.2. CONSTRUCCION DEL VECTOR pMDJ1

En este caso, se utilizé el vector pPRLM,x60 (Mach et al., 1999), el cual contiene
el gen de la glucosa oxidasa (goxA4) de A. niger bajo el promotor constitutivo ppkil. De
nuevo, el promotor se eliminé del vector por digestion y se reemplazé por el de la
quitinasa de 7. harzianum, originando la construcciéon pMDIJ1, tal y como se detalla en
la Figura L.6.

pchit33

Xba/Xhad

ochit33

_

Xbal/ Xhd

EcoRl

EcaRl

Figura 1.6. Obtencion del vector pMDJ1
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3. OBTENCION DE LOS TRANSFORMANTES

3.1 PROCESO DE TRANSFORMACION DE T. harzianum. ESTABILIZACION
DE LOS TRANSFORMANTES

La transformacién DE la cepa T. harzianum CECT 2413 se realizé segun el
protocolo descrito por Penttild et al., 1987. El método bésicamente consiste en la
obtencién de protoplastos a partir de micelio joven, y en la cotransformacién de éstos,
con ayuda de PEG y CaCl, (apartado 12.3 de Materiales y Métodos). En el proceso, por
tanto, se utilizaron dos vectores diferentes: por una parte aquél que llevaba el gen cuya
expresién se queria analizar, en este caso pZEGA33 o pMDIJ1; y, por otra, aquél que
portaba el gen de seleccién, en este caso el vector p3SR2 (Hynes et al., 1988), que
contiecne el gen de la acetamidasa (amdS) de A. nidulans. Los protoplastos
cotransformados podian, de este modo, utilizar la acetamida como fuente de nitrégeno.
Para la obtencioén de clones que ejercieran posteriormente como controles positivos en
los experimentos de induccién, la cepa se transformé con los vectores pZEGA1 y
PRLM,,60, respectivamente, que expresan constitutivamente los genes marcadores, ya
que estan bajo el control del promotor ppkil. Los clones utilizados como controles
negativos portaban inicamente el vector p3SR2.

La eficiencia de transformacién, aproximadamente de 30 transformantes por pg
de vector, fue similar para todas las construcciones utilizadas. En cada caso, se
seleccionaron 50 colonias para el proceso de estabilizacién, descrito en la Figura 1.7.
Las rondas de purificacién efectuadas consistian en pasos sucesivos de conidiacién,
alternando medio selectivo con medio no selectivo. Este proceso conlleva la pérdida de
los transformantes no estables y a la obtencién de clones homocariontes mitéticamente
estables.

Figura 1.7. Estabilizaciéon de los transformantes.
P Tras pasar las colonias transformantes del medio

con sorbitol (MS-S) a medio selectivo con Triton

4 rondas (MS-T), se realizaron rondas de crecimiento
l s alternado medio rico (PPG) con medio MS-T. En
cada paso se seleccionaron colonias aisladas,

D
—> — U quedando atrds aquellos transformantes

MS-T PPG resultaron inestables.
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De la construccion pZEGA33, se obtuvieron once transformantes estables,
cuatro de los cuales, GFP3.1, GFP3.2, GFP3.7 y GFP3.11, se seleccionaron para su
posterior andlisis. De igual modo, se eligieron cinco de los siete transformantes estables
obtenidos a partir de la construccién pMDJ1: GOX1, GOX2, GOX4, GOX6 y GOX7.

3.2. ANALISIS SOUTHERN DE LOS TRANSFORMANTES

El analisis Southern se llevo a cabo, en este caso, para determinar el numero de
copias de gfp o de goxA existente en las cepas transformantes, ya que, los vectores que
portan los genes marcadores se integran al azar en el genomio durante el proceso de
transformacion.

En las cepas portadoras del vector pZEGA33, el gen gfp se liberé del DNA
genomico mediante digestion con Nsil/Xbal (Fig. 1.5). En la Figura 1.8A, se observa una
banda intensa de 900 pb, correspondiente al gen gfp.

En las cepas transformadas con el vector pMDJ1, gox4 se liberé del genomio
por digestion con HindlIll/Xbal (Fig. 1.6), generando un inserto de 2.2 kb (Figura 1.8B).

Las bandas adicionales que se aprecian en ambos casos, podrian reflejar eventos
de recombinacidn no deseados que se han estabilizado dentro del genomio. Por este
motivo, sélo se consideran las bandas con tamafio igual al del gen marcador para
calcular el nimero de copias. Para ello, se relativizé la intensidad de la banda del
transgén, con las del patréon dado por el vector original, cuya relacién nimero de
copias/intensidad se conocia. El numero de copias de gfp en los transformantes GFP3.7
y GFP 3.8 fue aproximadamente de 4, y de 2 en los transformantes GFP3.10 y GFP
3.11. En los portadores del vector pMDJ1 se estimé un niimero aproximado de 2 copias
en GOX1, GOX2 y GOX4; de 3 copias en GOX6 y de 4 copias en GOX7.

4. ANALISIS DE LA EXPRESION
4.1. ANALISIS NORTHERN DE LA EXPRESION DE chit33

Con el fin de analizar la regulacién del gen chit33 y su implicacién en el
antagonismo, se realiz6 un analisis northern de su expresion. Para ello, la cepa silvestre
se cultivd bajo condiciones que mimetizaban algunas de las situaciones donde ocurre
este fendmeno. En primer lugar se realiz6 un precultivo en MM suplementado con
glucosa al 2% (apartado 2.3.2 de Materiales y Métodos). Una vez obtenida suficiente
biomasa, el micelio se someti6 a diferentes condiciones durante 8 y 24 h (Figura 1.9).

Ya que la quitina es un compuesto mayoritario en la pared celular de la mayoria
de los hongos a los que T. harzianum micoparasita, cabia esperar que el gen
correspondiente a chit33 se expresara tras la adicién de este polimero al cultivo. De
hecho la expresion mas fuerte del gen se observé en presencia de quitina durante 24 h.
La adicién al medio de paredes celulares (0.2%) de B. cinerea, hongo micoparasitado
por T. harzianum, indujo la expresion de chit33 aunque en menor grado.

La carencia de fuente de carbono es un factor importante en la activacién de
numerosos genes en Trichoderma. En este estudio, se provocé esta condicién de estrés
nutricional cultivando el micelio en presencia de bajas concentraciones de glucosa o
glicerol (0.1%). En ambos casos se observé la expresion de chit33, debido
probablemente a su desrepresion por la falta de nutrientes.
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Figura L8. Anilisis Southern de la cepa silvestre y de las portadoras de los genes
2fp vy goxA. A, el vector pZEGA1 se lineariz6 digiriéndolo con la enzima Xbal. Como
sonda se utilizo el gen gfp, aislado a partir de este mismo vector. B, en el caso de los
transformantes portadores de la glucosa oxidasa, se utilizé el gen goxA como sonda. El
vector pRLMex60 se linearizé cortando con Xbal. Se utilizaron 10 pg de DNA
genémico de las cepas transformantes y silvestre (wt) para la realizacion de este
analisis.
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La presencia del transcrito de la quitinasa es siempre mas notable a tiempos
largos.

La existencia en el medio de cultivo de altas concentraciones de glucosa o
glicerol (2%) reprimia la expresién del gen. El efecto del glicerol sobre la expresion
génica en Trichoderma spp. resulta controvertido. En determinados casos se ha
considerado como una fuente de carbono neutra, por no ejercer un efecto represor sobre
los genes de celulasas de 7. reesei (Ilmén er al., 1996b, 1997). De hecho, s¢ ha
conseguido delimitar dentro del promotor del gen cbhl, que codifica una
celobiohidrolasa, la regiéon responsable de la expresion constitutiva existente en
presencia de glicerol (Henrique-Silva er al., 1996). Pero, por otro lado, también se ha
descrito como fuente de carbono represora (Carsolio ef al., 1994; Garcia et al., 1994;
Lora et al., 1995; Rey, 1998, Tesis Doctoral), efecto que se asemeja al observado en
chit33.

Otro de los sustratos utilizados en el anélisis de la expresion de chit33, fue la N-
acetil-B-D-glucosamina (NAGa), que se obtiene a partir de la hidrdlisis de la quitina.
Supone una fuente de carbono excelente para el microorganismo, ya que crece
vigorosamente en su presencia (Limén, 1999, Tesis Doctoral). Su adicién al medio de
cultivo reprimia la expresion de chit33 tanto a 8 como a 24 h.

2%Gli  2%Glu 0.2% B.cin 1%NAGa 0.1%Gli  0.1%Glu  0.5% Q

1Y 31 1Yy 32V P2 8
chit33 - hﬁ.

L ew e o e

Figura L9. Efecto de la fuente de carbono y su concentracién sobre
la expresion de chit33. Para la realizacion de este andlisis northern, T.
harzianum CECT 2413 se precultivé durante 30 h en MM con 2 % de
glucosa y; posteriormente se reinoculd en la siguientes condiciones: 2%
y 0.1% de glicerol (Gli); 2% y 0.1% de glucosa (Glu); 0.2% de paredes
celulares de B. cinerea (B.cin.); 1% de N-acetil-B-D-glucosamina
(NAGa); y 0.5 % de quitina en polvo (Q). Se analizaron dos tiempos de
induccion: 1, 8 hy 2, 24 h. Como sonda se utiliz6 el cDNA completo de
chit33 y, como control de carga el RNA ribosémico (rRNA) 18S de
rabano.
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4.2. ANALISIS CUALITATIVO DE LA REGULACION EJERCIDA POR pchit33

Con anterioridad, se han realizado estudios sobre la regulacién de genes
implicados en el micoparasitismo usando el marcador gfp, demostrandose la utilidad de
este sistema para la realizacion de este tipo de analisis. Dos ejemplos de ello son los
estudios realizados con los genes nagl y ech42 de T. harzianum P1, que codifican una
N-acetil-B-D-glucosaminidasa y una endoquitinasa, respectivamente (Zeilinger et al.,
1999).

Respecto a la posible funcion de CHIT33 en el antagonismo, estudios previos
han mostrado que chit33 se induce en presencia de paredes celulares fiingicas (Limén et
al., 1995); este resultado concuerda con el observado a nivel de northern (Fig. 1.9). Uno
de los objetivos de este trabajo fue concretar cuindo se inducia chit33 en presencia del
fitopatégeno. Para ello, se efectuaron ensayos de confrontacién frente a B. cinerea y dos
cepas de R. solani, en los que se analiz6 la fluorescencia en las distintas etapas de
aproximacién de los micelios. Estos experimentos permitieron discernir si la expresién
de chit33 era dependiente del contacto de 7. harzianum con el patégeno, o si era
independiente del contacto, como se habia descrito para la quitinasa CHIT42, codificada
por el gen ech42 de T. harzianum P1 (Zeilinger et al., 1999).

Por otro lado, para corroborar los resultados obtenidos sobre la regulacién de
chit33 respecto a la fuente de carbono y a su concentracién, se analizé la fluorescencia
generada bajo las mismas condiciones de cultivo utilizadas anteriormente (Fig. 1.9). La
ausencia de autofluorescencia en el micelio de 7. harzianum CECT 2413, permitié
realizar sin dificultad estos experimentos.

4.2.1. Efecto de la fuente de carbono sobre la expresion

Los ensayos de fluorescencia, en relacién con la fuente de carbono y su
concentracién, se efectuaron tanto en medio liquido como en sélido, en este ultimo caso
sobre celofén. Los transformantes GFP3.7 y GFP3.11, se inocularon en medio SM y en
medio MM, ambos idéneos para el crecimiento de Trichoderma (apartado 2.3.2 de
Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos independientemente a partir de cada
transformante, coincidieron bajo las mismas condiciones de cultivo y se muestran en la
Figura 1.10.

Concentraciones altas de glucosa o glicerol en el medio de cultivo reprimian la
expresion de chit33. La carencia de fuente de carbono, representada por concentraciones
bajas de glucosa o glicerol (0.1%), provocaba la expresién de chit33, probablemente por
desrepresién génica. La quitina (0.5 %) inducia asimismo la expresién del gen
marcador. Estos datos concuerdan con el patrén observado anteriormente (Fig. 1.9).
Pero, sorprendentemente, se observé una expresion alta de GFP cuando el medio se
suplementé con NAGa (0.5 %), contrariamente a lo observado en el analisis northern,
donde no se detectaba mRNA de chit33 (Figura 1.9).
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1% Glucosa 1% Glicerol

0.1% Glucosa 0.1% Glicerol

1% NAGa

Figura 1.10. Efecto de la fuente de carbono sobre la fluorescencia. Las diferentes
condiciones de cultivo utilizadas se especifican sobre cada muestra. Como control negativo
se utilizé una cepa portadora del vector p3SR2, que contiene ¢l gen amdS de A. nidulans,
como control positivo, un transformante portador de la construccién pZEGAI, que contiene
el gen gfp bajo la influencia del promotor constitutivo ppki (ppki::gfp).
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4.2.2. Ensayos de confrontacién

Como se mencion6 anteriormente, en ensayos de confrontacion, la expresién del
gen ech42 de T. harzianum P1 se inducia antes de que existiera contacto fisico entre T.
harzianum y el hongo hospedador R. solani. Este efecto se debe probablemente a la
difusién de factores, procedentes del propio fitopatégeno, que interaccionan con el
hongo micoparasito antes de que se produzca el contacto entre ambos (Cortés et al.,
1998; Zeilinger et al., 1999; Kullnig et al., 2000). Sin embargo, la activacién del gen
nagl en T. harzianum P1, se produce sélo tras el contacto con el hospedador (Zeilinger
et al., 1999).

Para conocer el patrén de expresion de chit33, los transformantes GFP3.7 y
GFP3.11 se cultivaron frente a los fitopatégenos B. cinerea y R. solani. El ensayo se
realizé sobre celofin en medio MM y SM suplementados con 0.2 % de glucosa en
ambos casos (apartado 2.3.2 de Materiales y Métodos). En ausencia de contacto no se
detect6 fluorescencia en ninguno de los dos transformantes (Figura I.11A); incluso a
una distancia tan cercana como 0.5 mm, la cual resultaba suficiente para la activacién de
ech42 (Zeilinger et al., 1999). Por el contrario, 1a expresién del gen marcador se activé
cuando se produjo el contacto entre los dos micelios (Fig. 1.11B); por tanto la induccién
de chit33 era dependiente del contacto de T. harzianum con el patégeno, asemejandose
al caso de nagl. La confrontacién consigo mismo se dispuso como control positivo, ya
que previamente se habia comprobado la induccién de chit33 en presencia de paredes de
T. harzianum CECT 2413 (Limén et al., 1995).

4.3. ANALISIS CUANTITATIVO DE LA REGULACION EJERCIDA POR
pchit33

En el caso de los transformantes portadores de la construccién pMDIJ1, se
seleccionaron dos de ellos, GOX4 y GOX7, por ser estables y poseer patrones de
integracién diferentes (Fig. 1.8).

El anilisis de la expresién de la glucosa oxidasa se realiz6 en cultivos de
Trichoderma crecido en los medios de cultivo MM y SM en paralelo, sustituyendo la
glucosa por el glicerol. A diferencia de lo que ocurre en otros organismos, en
Trichoderma no se observa oxidacién extracelular de la glucosa (Kubicek-Pranz, 1998),
por lo que la actividad observada en los transformantes se debe exclusivamente a la
accién del gen marcador. Este sistema permite estudiar la expresién génica a tiempos
cortos, debido a su extremada sensibilidad.

4.3.1. Efecto de la fuente de carbono sobre la expresién

El hecho de que la expresidn de chit33 fuera dependiente del contacto entre T.
harzianum y el fitopatégeno, sugeria que algiin componente procedente del hospedador
podria actuar como inductor de la expresién de la quitinasa. Esta hipétesis estaba
apoyada por la existencia de mRNA de chit33 en presencia de quitina y de paredes
celulares de B. cinerea (Fig. 1.9) y de R. solani (Limén et al., 1995). La fluorescencia
observada en los transformantes GFP3.7 y GFP3.11 en presencia de quitina y de uno de
los productos obtenidos tras su hidrélisis, la NAGa, apoyaba de igual manera esta idea
(Fig. 1.10). La activacién de la expresién cuando los transformantes GOX4 y GOX7 se
cultivaban en presencia de quitina y de NAGa, confirmaba de nuevo los resultados
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T. harzianum-T. harzianum ik

T. harzianum- B. cinerea

T. harzianum- R. solani 2815

T .flarzianum-R. solani 1450

Figura L11. Ensayos de confrontacién. Se realizaron entre 7. harzianum (T) ppchit33:.gfp y
los patégenos hospedadores (H) R. solani 1450, R. solani CECT 2815 y B. cinerea CECT
2100. La muestra observada al microscopio se tomd de la zona opuesta al frente del
crecimiento, sefialada en el esquema por un recuadro. Como control negativo se utilizé la cepa
portadora del vector p3SR2 (amdS) y, como positivo, la portadora de la construccién
PZEGAL1 (ppkiz:gfp), donde se expresa constitutivamente el gen marcador.
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obtenidos con anterioridad. Tras 4 h de induccién con NAGa (1%), los niveles de
glucosa oxidasa en el sobrenadante del cultivo eran considerablemente altos. Utilizando
quitina, la actividad era evidente a las 2 h, aunque su valor era el 5% del obtenido en
presencia de NAGa (Figura I.12A).

Los resultados referentes a la represion por glucosa y glicerol y a la desrepresién
en condiciones en las que estos sustratos son limitantes, concordaban con los obtenidos
en el andlisis northern de la cepa silvestre (Fig. 1.9), y con los ensayos de fluorescencia
(Fig. 1.10). De nuevo, las actividades glucosa oxidasa de ambos transformantes
confirmaban la represién de chit33 en presencia glicerol, incluso al 1 %; y la induccién
en condiciones de estrés nutricional de fuente de carbono (0.1% de glicerol), detectable
a las 8 h de exposicién (Figura 1.12B).

‘Estudios anteriores demostraron que la presencia de una concentracién alta de
fuente de carbono asimilable, como glucosa o glicerol al 2 %, aun existiendo quitina en
el medio de cultivo, reprimia la expresién de chit33 en la cepa silvestre (Dana et al.,
2001). Se comprobé pues, cdmo afectaban estas condiciones sobre la expresién de la
glucosa oxidasa, en un periodo corto de induccién (8 h). En presencia de quitina, el
sistema se activaba, mientras que la adicién de una fuente de carbono de ripida
asimilacion lo reprimia. La caida de los niveles de glucosa oxidasa a las 8 h de haber
afiadido glicerol al 2% (Figura 1.12C), confirmaba la ausencia de mRNA de chit33
descrita en esas mismas condiciones. Este resultado apoyaba del mismo modo, la
ausencia de RNA mensajero de quitinasa en presencia de NAGa, una buena fuente de
carbono para el microorganismo, (Fig. 1.9). Al igual que en el caso anterior, podriamos
explicar los resultados por la existencia de secuencias reguladoras en la cepa silvestre,
ausentes en las construcciones realizadas con el gen goxA.

Por tanto, el estrés nutricional afecta la expresién de chit33: la falta de fuente de
carbono, la presencia de polimeros de dificil asimilacién como la quitina (Fig. 1.9), e
incluso la carencia de fuente de nitrégeno (Dana et al., 2001), inducen su expresién.

4.3.2. Efecto ejercido por condiciones de estrés fisiolégico

Las condiciones que resultan adversas para el normal crecimiento y desarrollo
del micelio influyen frecuentemente sobre la expresion génica. En el caso de T.
atroviride, se demostr6 recientemente que la expresién de la endoquitinasa codificada
por el gen ech42, se inducia en condiciones de estrés fisioldgico, como alta presién
osmética, choque térmico por frio, o presencia de etanol (Mach et al., 1999).

La existencia de un elemento putativo de respuesta a estrés general (5’-CCCCT-
3") en la posicioén -511 y de un elemento de respuesta a choque térmico, en la posicién -
1342 de la regién reguladora de la quitinasa, sugeria que la expresion de chit33 se activa
en condiciones desfavorables. Para su verificacion, los transformantes portadores de la
construccién pMDJ1 se expusieron a condiciones de estrés osmoético, 1M de sorbitol; 2
% de etanol, que interfiere con la integridad de la membrana; metales pesados, como
CdSOz 3H;0; y choque térmico, donde incubamos la muestra a 40 °C y a 4°C. Las
muestras se tomaron tras 30 y 120 minutos de incubacidn, tiempo suficiente para
provocar una respuesta a estrés en T. reesei (Goller et al., 1998a).
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Figura L12. Efecto de la fuente de carbono y su concentracién en la expresion
de pchit33::goxA. Se representa la cinética de la actividad glucosa oxidasa en
medio minimo con las siguientes fuentes: A, 1% de NAGa y 0.5 % de Quitina; B,
1% de glucosa, 0.1% de glucosa y 1% de glicerol; C, 2% de glicerol, 0.5% de
quitina y 0.5% de quitina +2% de glicerol. Las actividades se refirieron a mg de
peso seco de micelio. Las barras de error indican la desviacion estandar para n=4.
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Figura 1.13. Efecto del estrés térmico sobre la expresion de pchit33::goxA. Se
representa la cinética de la actividad glucosa oxidasa tras exponer el micelio a 4°C
(A) y a40°C (B). Se incluyeron controles de la cepa creciendo a 28°C y creciendo
en presencia de cicloheximida (50 pg/ml). De nuevo las actividades se refieren a mg
de peso seco de micelio. Las barras de error indican la desviacién estandar para n=4.
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De las condiciones ensayadas, s6lo los choques térmicos inducian claramente la
expresion de chit33. La cinética de induccion demostré que existia una respuesta répida
a tales condiciones, ya que la induccién se detectaba a partir de los 5 primeros minutos
de tratamiento (Figura .13).

El siguiente objetivo consistid en determinar si la actividad enzimética
detectada, procedia de proteina que, sintetizada previamente, se almacenaba en el
citosol o en la pared celular del hongo; o, si por el contrario, procedia de proteina cuya
sintesis se inducia directamente por estrés. Para ello, se realizaron experimentos
utilizando cicloheximida, un inhibidor de la sintesis proteica. Los resultados obtenidos
mostraron la ausencia de actividad glucosa oxidasa en presencia del inhibidor (Figura
12); lo cual demostrdé que la enzima detectada era sintetizada de novo y no procedia de
proteina que, almacenada en la célula, se liberaba por efecto del estrés.
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La expresion del gen chit33 se induce, aunque en distinto grado, por la adicién
de quitina y del mondémero que la compone (NAGa), y por estrés de temperatura. La
falta de fuente de carbono provoca asimismo su expresién, posiblemente por la
desrepresion que a la que se halla sometido el gen en esas circunstancias. Estudios
previos han demostrado que algunas de estas condiciones regulan la expresién de los
genes ech42 y nagl en T. atroviride (Zeilinger et al., 1999), aunque en ninguno de los
dos casos, los efectores mencionados modulaban conjuntamente la expresion.

La regulacién de chit33 resulta por tanto compleja, ya que su expresion génica
responde a condiciones fisioldgicas muy distintas, lo cual apoya el papel asignado a esta
quitinasa en 7. harzianum (Limén et al., 1999).

El gen chit33 se induce tanto en presencia de paredes celulares fiingicas, como
de NAGa. Esto sugiere que el gen esta regulado positivamente por los sustratos sobre
los que actua la quitinasa, asi como por los productos que se generan al ser hidrolizados.
Esto apoya el hecho de que el sistema chit33::gfp se exprese s6lo durante el contacto de
T. harzianum con su hospedador y no antes. La expresién de chit33 por quitina es
mayor que la producida por paredes celulares de B. cinerea. Probablemente, la hidrdlisis
de las paredes del fitopatdgeno, al ser sustratos mas complejos y completos que la
quitina, genere algin tipo de componente que influya de algin modo en la expresion
génica. Ademas, la quitina constituye un polimero de dificil acceso por su insolubilidad
y su estructura, resultando una mala fuente de carbono para el microorganismo; lo cual
podria generar una situacién adicional de estrés nutricional severo. Para otros genes de
Trichoderma, se ha propuesto que la expresion en presencia de quitina se debe més a
una desrepresion generada por carencia de fuente de carbono que a una induccién por la
presencia del polimero en si. La ausencia de expresién en condiciones donde se adiciona
ademas de quitina, una fuente de carbono represora en ¢l cultivo, apoya este hecho. Pero
por otro lado, el que existan mayores niveles de expresioén en presencia de quitina que
en condiciones de hambre de carbono, podria plantear la existencia de algun regulador
positivo de la expresidn génica. Este fenomeno fue descrito con anterioridad en el gen
chi42 de T. harzianum (Garcia et al., 1994).

Este es el primer caso en el que se demuestra a nivel molecular en Trichoderma
la induccién de una quitinasa por quitina, ya que los estudios realizados con el gen
ech42 de T. atroviride, mostraron la ausencia de induccién en presencia de este
polimero (Margolles-Clark et al., 1996; Mach et al. 1999). El tiempo medio requerido
para la induccién de chit33 por quitina, donde la concentracién de NAGa es baja, es
similar al requerido con este monoémero (Fig. 1.12C), aunque los niveles de actividad
son mayores en este ultimo caso (Fig. .12A, C). Esto corrobora el hecho de que los
niveles de expresion sean proporcionales a los niveles de molécula inductora, presentes
en el medio (de la Cruz et al., 1993). Tras un periodo mayor de incubacidn, la expresion
de chit33 es mas notable (Fig. 1.9); lo cual sugiere que la dificil metabolizacién de la
quitina provocaria una tasa lenta de produccién de moléculas inductoras. La liberacion a
dosis pequefias aunque constantes de inductores, y la probable escasez de moléculas que
condujeran a la represion catabdlica por fuente de carbono, estarian aseguradas a largo
plazo. Por el contrario, la rapida asimilaciéon de la NAGa, contribuiria a una rapida y
elevada expresion de enzimas hidroliticas, que podrian generar productos, que
reprimieran la expresion de chit33.

Si esta hipdtesis fuera correcta, seria interesante estudiar la existencia de N-
acetilglucosaminidasas en T. harzianum CECT 2413, y su posible induccion por quitina.
El gen nagl de T. atroviride, que codifica una N-acetilglucosaminidasa, se induce por
NAGa (Mach et al., 1999) y su cinética de induccién es practicamente idéntica a la de
chit33.
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La fuerte expresion hallada en los genes marcadores cuando el micelio crece en
presencia de NAGa, a diferencia de lo que ocurre en la cepa silvestre, podria explicarse
asimismo por la existencia de regiones reguladoras en el gen nativo, que no estan
presentes en las construcciones realizadas con los genes gox4 y gfp. En numerosos
casos se ha podido comprobar la presencia de regiones reguladoras en las zonas 5" y 3’
no codificantes, asi como en intrones (Le Hir et al., 2003).

La expresidn de chit33 se activa ademas en ausencia de fuente de carbono y se
reprime en presencia de altas concentraciones de glucosa o glicerol. Esta respuesta
podria relacionarse con una desrepresion/represion por fuente de carbono. Sin embargo
la presencia de un solo motivo putativo de unién a CreA/Crel, no coincide con los
motivos funcionales identificados in vitro, que constan de dos copias de la regién
consenso, organizadas como repeticiones directas o invertidas (Cubero & Scazzocchio,
1994; Mach et al., 1996; llmén et al., 1996a).

La represion de chit33 en presencia de glicerol, difiere asimismo de los
resultados obtenidos con determinados genes de T. reesei, ya que es considerado como
una fuente de carbono neutra (Ilmén et al., 1996b), aunque concuerda con el efecto
ejercido sobre otros genes de Trichoderma (Carsolio et al., 1994; Garcia et al., 1994;
Lora et al., 1995; Rey, 1998, Tesis Doctoral). Este resultado descarta que el factor Crel
sea la unica molécula represora del sistema y, por tanto, sugiere la existencia de
sistemas represores adicionales a éste. Para el gen ech42 de T. atroviride, se ha descrito
una respuesta similar frente a glucosa y glicerol, lo que sugiere la existencia de un
mecanismo general relacionado con la sintesis de quitinasas y de otras proteinas en
hongos (Mach et al., 1999; Rey, 1998, Tesis Doctoral).

Los datos revelan, por otro lado, una induccioén rapida de chit33 cuando el
micelio se somete a altas o bajas temperaturas, 40°C y 4°C respectivamente; aunque los
niveles de expresion son menores que los observados en las otras condiciones de
induccién mencionadas anteriormente. El uso de cicloheximida permite afirmar que la
proteina detectada en situaciones de estrés, se sintetiza de novo y no se libera a partir de
algin compartimento celular tras el dafio fisiologico causado. La baja expresion
detectada en el control, podria corresponder a una expresion basal constitutiva del gen.
Trabajos previos han descrito la expresion de niveles basales de enzimas en
Trichoderma, incluso en condiciones represoras (Gritzali & Brown, 1979; Mandels et
al., 1962). Estos niveles basales de enzima contribuirian a la hidrdlisis inicial del
sustrato, dando lugar a la liberacién de productos inductores del sistema (El-Gogary et
al., 1989; Henrique —Silva et al., 1996).

El gen ech42 de T. atroviride, se induce levemente tras incubar el micelio a 4°C
(Mach et al., 1999), lo que sugiere que quizds no sea un fenémeno del todo inusual. La
respuesta al choque por bajas temperaturas ocurre en procariotas y en eucariotas
(Phadtare et al., 1999), aunque hasta el momento no se ha descrito la induccién de
quitinasas de origen flingico o bacteriano. Se podria intuir que la induccién de enzimas
implicadas en mecanismos de defensa, entre otros, conferiria ventajas al
microorganismo para su permanencia en el medio natural. De hecho, la especie T.
harzianum fue aislada, por Gams & Meyer (1998), en la misma zona donde se habia
aislado 30 afios antes, tras haber estado sometida a temperaturas anuales restrictivas
para su crecimiento. La resistencia a bajas temperaturas es un caracter de gran interés,
ya que permitiria conseguir cepas de Trichoderma con mayor capacidad de colonizacién
y, por tanto, de utilidad mas extensa en el control bioldgico.
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Introduccion II

1. LOS MECANISMOS DE DEFENSA DE LAS PLANTAS

El caracter sésil de la mayoria de las plantas obliga a que €stas cuenten con
avanzados mecanismos de defensa que les permitan sobrevivir a condiciones
ambientales adversas; las cuales ejercen una presion selectiva sobre ellas. Estos
mecanismos pueden ser constitutivos, que comprenden barreras generales o defensas
bioquimicas preexistentes; o bien pueden ser inducibles, que incluyen el
reconocimiento del dafio en la planta, la transduccion de sefiales y la expresion génica
correspondientes (Garcia-Olmedo ef al., 2001; Mittler, 2002; Singh et al., 2002; Xiong
et al., 2002).

Cuando se inducen estos mecanismos, la respuesta puede ser local o sistémica.
La respuesta local ocurre en los tejidos vegetales al reaccionar frente a un determinado
patogeno y se da mediante un tipo de muerte celular programada, conocida como
respuesta hipersensible o0 HR, que conduce a una pérdida de electrolitos en el
citoplasma, a la generacién de formas oxidativas y a la expresion génica. Por el
contrario, la respuesta sistémica comprende un conjunto de sefiales que se propagan
desde el lugar del dafio a toda la planta; y puede originarse por estrés abi6tico o bidtico
(productos quimicos, insectos, microorganismos, dafio mecanico, etc.).

En la respuesta sistémica la sefial se expande gracias a moléculas mensajeras
como el 4cido salicilico, el jasmoénico, el 6xido nitrico y el etileno (Klessig ef al., 2000).
Se denomina respuesta sistémica inducida o ISR cuando surge de la interaccion de la
planta con microorganismos simbiéticos o avirulentos (Sandermann, 2000). La
respuesta sistémica adquirida o SAR hace referencia a la induccién de los
mecanismos de defensa en localizaciones remotas al origen donde ha ocurrido la herida
o infeccién, y cuyo fin es preparar a la planta para la defensa ante nuevos ataques
producidos por patégenos (Sticher ef al., 1997). El acido jasménico y el etileno son las
moléculas transmisoras propuestas en la ISR; para el caso de la SAR, la molécula
considerada es el 4cido salicilico 0 SA. Recientemente se ha comprobado que existen
interacciones que regulan y coordinan de forma comun rutas que consideradas
antagénicas, como son las del jasmonato y el salicilato (Maleck & Dietrich, 1999;
Schenk et al., 2000).

A grosso modo, se podria decir que en respuesta a un estrés general, ya sea de
tipo bidtico o abidtico (Apartados 2 y 3 de esta introduccion), se produce una sefial que
desemboca en la formaciéon de moléculas conocidas como segundos mensajeros. Estos
mensajeros pueden modular los niveles intracelulares de calcio (Ca®"), iniciandose una
cascada de fosforilacion de proteinas, que finalmente tienen como diana a otras
implicadas en la proteccion celular, o a factores de transcripcion que modulan la
expresion de genes regulados por estrés (Petersen er al., 2000; Xiong et al., 2002,
Zhang & Klessig, 2001). Los productos de estos genes pueden participar en la
generacion de moléculas reguladoras, como el acido abscisico (ABA), el etileno y el
acido salicilico (SA), entre otras; las cuales pueden iniciar una segunda ronda de
sefializacién (Ellis & Turner; 2001; Klessig et al., 2000; Ridley et al., 2001; Zhao &
Chye, 1999).

Las sefiales secundarias, como hormonas y segundos mensajeros, inician por
tanto, otra cascada de sefializacion que se diferencia de la primera por estar desplazada
en el tiempo y en el espacio, ya que las sefiales pueden difundir intra o intercelularmente
y, sus receptores, pueden estar en distintas localizaciones subcelulares. Las sefiales
secundarias pueden diferir asimismo en la especificidad con respecto a la de los
estimulos iniciales, pudiendo ser compartidas por diferentes rutas de respuesta a
distintos tipos de estrés. Este hecho puede conferir una proteccién cruzada frente a
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varios dafios (Singh er al., 2002). La transduccién de sefiales requiere, por tanto, una
coordinacion espacio-temporal de todas las moléculas implicadas en sefializacion. En
los apartados sucesivos se detalla la implicacion en estos procesos de moléculas como la
hormona ABA, el SA, el etileno, el jasmoénico, el dxido nitrico (NO) y las formas
reactivas del oxigeno o formas ROS.

Dentro de los mensajeros intracelulares destaca por un lado el Ca?*, cuyo flujo
viene desde el apoplasto o bien desde almacenes internos en la célula y, por otro lado, el
fosfatidil-inositol-difosfato (PIP;). En este ultimo caso, es la propia membrana celular la
precursora de segundos mensajeros. A partir del PIP, se sintetiza diacil-glicerol e
inositol trifosfato (IP;), que provocan la liberacion de Ca’" intracelular.

La activacion de los mecanismos de defensa y de respuesta en la planta requiere,
en determinados casos, de la presencia de una molécula activadora o elicitor (revisado
por Ebbel, 1998; Ito et al., 1997). Los elicitores derivan o bien del patégeno o del
propio tejido vegetal y pueden poseer distinta naturaleza, como se describe en el
apartado 3 de esta introduccion.

2. DANO GENERADO POR EL ESTRES EN LAS PLANTAS

El estrés, tanto bidtico como abidtico, es responsable de grandes pérdidas en la
produccion agricola del mundo. La respuesta al estrés en las plantas estd regulada por
multiples rutas de sefializacién, las cuales en algunos casos solapan entre si y comparten
determinados patrones de expresion génica, lo que puede desencadenar una respuesta
comun frente a dafios de diferente naturaleza (Maleck & Dietrich, 1999; Singh ef al.,
2002).

Dentro de las rutas de transduccion de sefiales eucariotas, la estructura y la
funcién de las MAP (Mitotic Activated Proteins) kinasas, estin ampliamente
conservadas (Petersen ef al., 2000). Numerosos estudios detallan la activacion de estas
kinasas por condiciones de estrés diferentes: infeccion por patogeno, cambios de
temperatura, herida, sequia, salinidad, estrés osmético, radiacion ultravioleta y estrés
oxidativo (Zhang & Klessig, 2001; Zhang & Liu, 2001).

A continuacién se detallan las caracteristicas principales de cada tipo de estrés y
los mecanismos de defensa frente a ellos que existen en las plantas.

2.1. EL ESTRES BIOTICO

Las enfermedades producidas por los fitopatogenos en las plantas, causan
pérdidas en la agricultura mundial en torno al 13% de la produccion total. Las
enfermedades conocidas hasta el momento, aproximadamente 11000, son producidas
por 120 géneros distintos de hongos, 30 virus distintos y 8 géneros de bacterias
(Montesinos ef al., 2002).

Las condiciones para que se desarrolle una enfermedad se dan en la naturaleza
con baja frecuencia, ya que debe coincidir por una parte el ciclo de vida del patégeno y
por otra, el estado de la planta, que influye en la respuesta generada. Por otro lado, el
patdgeno cuenta con respuestas que contribuyen a bloquear los mecanismos de defensa
de las plantas e incluso de los ejercidos por los microorganismos antagonistas del
medio. Entre estas respuestas incluimos la detoxificacion, la represidn de genes
implicados en el biocontrol, €l flujo activo de antibidticos y la resistencia frente a €stos
(Duffy et al., 2003).
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Las plantas se encuentran en constante interaccion con organismos del medio. El
hecho de que s6lo en determinadas ocasiones se desarrolle la enfermedad se explica
gracias a la hipétesis gen a gen (Bonas & Lahaye, 2002), desarrollada a continuacion.

2.1.1. El reconocimiento entre la planta y el patégeno: Hipdtesis gen a gen

Esta hipotesis se basa en la interaccion entre el producto de un gen Avr o gen de
avirulencia, perteneciente al fitopatégeno, y el producto de un gen de resistencia o gen
R, perteneciente a la planta hospedadora (Bonas & Lahaye, 2002). Segun este modelo
un elicitor especifico, producto putativo de un gen Avr, es reconocido por un receptor,
producto putativo de un gen R de la planta. Si la combinacién que existe entre ambos es
complementaria, se genera una interaccién incompatible que activaria una ruta de
transduccion de sefiales que conduciria a la resistencia activa por parte del hospedador,
la cual implica con frecuencia la denominada respuesta hipersensible (HR). Si, por el
contrario, la combinacion entre ambos productos no es complementaria, se produce una
interaccién compatible, la cual desemboca en una infeccién de la planta por parte del
patogeno. Un esquema de esta hipotesis se detalla en la Figura I1.1.

PATOGENO
Gen Avr

Efecto antimicrobiano directo

Muerte celular programada (HR)
Reforzamiento de la pared

HzOz y formas
activas de oxigeno

Factor de
avirulencia

Elicitores

PARED
CELULAR .
CITOPLASMA / o
Interaccion—" " \ \
b : Cascada de Expresion de genes
incompatible e Go Posmeetn s intein:
-Antibidticos (fitoalexinas
-Enzimas hidroliticas
-Refuerzo de la pared celular
Factores de transcripcion e i gt
HVEE SRR R DRI R T
NUCLEO Proteina de resistencia
T Genes de defensa
Gen R

Figura IL1. Esquema de los mecanismos de defensa de la planta en una interaccién
incompatible
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Segtn los casos estudiados en la naturaleza, la virulencia parece ser un caracter
recesivo y la avirulencia dominante (Tabla II.1). Se ha propuesto la existencia de un

Genotipo del hospedador

Genotipo del patogeno Ri-r2r2 ririR2-
Haploide

Ala2 Incompatible Compatible

alA2 Compatible Incompatible
Diploide/dicaridtico

Al-a2a? Incompatible  Compatible

alalA2- Compatible Incompatible

Tabla I1.1. La hip6tesis gen a gen considerando dos parejas de genes Avr/R

modelo elicitor-receptor para explicar las bases bioquimicas del concepto gen a gen
(Laugé & De Wit, 1998).

Debido a la presion selectiva ejercida por las plantas resistentes sobre los genes
de avirulencia, se podria pensar en la desaparicion de estos genes Avr por seleccién
natural. No obstante, la permanencia en los organismos sugiere la existencia de
funciones pleiotropicas que lo hagan necesario dentro del patégeno, pudiendo codificar
por tanto, proteinas o enzimas implicadas en la degradacion de substratos vegetales, en
la dispersiéon del patogeno, toxinas, supresores de la respuesta de defensa del
hospedador, etc. Asimismo, los genes R podrian actuar como receptores de ligandos
endogenos, pudiendo estar implicados en la regulacién fisiologica y/o del desarrollo
(Knogge, 1996).

En bacterias, se describié la presencia de los genes Arp (relacionados en la
respuesta o reaccion hipersensible y en la patogenicidad), que controlan la capacidad de
las bacterias de desarrollar la respuesta hipersensible en plantas no hospedadoras. La
primera confirmacion del papel de los genes Arp fue el descubrimiento de las moléculas
“harpins” (Montesinos et al., 2002; Wei et al., 1992), que son elicitores proteicos de la
respuesta hipersensible de P. syringae y Erwinia amylovora y que, actualmente se
aplican en programas de control biolégico para mejorar la resistencia de los cultivos
ante los fitopatogenos (Messenger™, EDEN Bioscience®, E.E.U.U.).

En los virus, los genes de avirulencia suelen corresponder a proteinas de la
capsida o implicadas en su dispersion. En hongos fitopatogenos, los genes Avr clonados
codifican proteinas de funcién variada, como se detalla en la Tabla 11.2. (Bonas &
Lahaye, 2002; Laugé & De Wit, 1998).
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Patégeno Gen de avirulencia (4vr) Especificidad Homologia
Cladosporium fulvum Avr9 Tomate/genotipo Cf-9 Péptido rico en cisteinas
Avrd Tomate/genotipo Cf-4 Ninguna
Eep2 Tomate/genotipos C/AECP2  Ninguna
Rhynchosporium secalis  p ipl Cebada/genotipo Rrs/ Toxina/Hidrofobina?
Magnaporthe grisea AVR2-YAMO Arroz/cultivar Yashiro-mochi  Proteasa neutra de Zn**
FPhythoptora parasitica paral Nicotiana tabacum? Ninguna
Phythoptora infestans infl Nicotiana benthamiana Ninguna

Tabla IL2.Genes Avr de origen fangico (basado en Laugé & De Wit, 1998)

A diferencia de los genes de avirulencia, los genes R codifican en su mayoria
proteinas relacionadas estructuralmente con receptores que contienen motivos o
repeticiones ricos en leucina (motivos LRR), extracelulares o intracelulares. Las
proteinas R con el dominio LRR intracelular presentan un dominio putativo de unién a
nucleétido o dominio NB. Estas proteinas reconocen la sefial procedente del patégeno ¢
intervienen en la activacion de los mecanismos de defensa de las plantas (Bonas &
Lahaye, 2002).

2.1.2. Los mecanismos de defensa frente al estrés biotico
2.1.2.1. La respuesta hipersensible (HR)

La respuesta hipersensible o HR ocurre cuando la interaccion entre la planta y el
patogeno es incompatible (Bonas & Lahaye, 2002). En este proceso se activa un
programa de muerte celular en el que intervienen formas activas que derivan del
oxigeno, o formas ROS. El programa celular de la HR es distinto al que ocurre en la
senescencia, aunque recientemente se ha podido comprobar que contienen algunos
marcadores comunes, por lo que probablemente exista conexion entre ambos (Pontier et
al., 1999; Tronchet ef al., 2001). Las células que mueren por la HR, parecen liberar una
sefial a las células vecinas que induce senescencia en éstas, por lo que contribuye a la
formacion de una segunda barrera para la propagacion del patégeno (Pontier et al.,
1999).

La HR se asemeja a la muerte celular programada que ocurre en células animales
(del Pozo & Lamb, 1998). En la respuesta hipersensible también se ha visto que
intervienen MAP kinasas; en concreto la HR se caracteriza por la prolongada activacion
de una kinasa dependiente de salicilico (SIPK) y una activacion desplazada en el tiempo
con respecto a la SIPK, de la kinasa WIPK (wound induced protein kinase), que se
activa asimismo por herida (Droillard et al., 2000; Hoyos & Zhang, 2000; Mikolajczyk
et al., 2000, Zhang et al., 1998; ; Zhang et al., 2000; Zhang & Liu, 2001; Zhang &
Klessig, 2001; Zhu, 2001). La inhibicién de ambas kinasas suprime la muerte celular
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existente en la HR, por tanto son necesarias para que se desarrolle correctamente el
programa celular (Petersen et al., 2000).

Durante la respuesta hipersensible se generan sefiales endégenas que regulan la
expresion de los genes de defensa. Como se mencioné anteriormente, en la HR el 4cido
salicilico juega un importante papel como sefial endégena que media la regulacion de
los genes de defensa (Klessig e al., 2000). Por otro lado estd implicado en el aumento
de la produccién de formas ROS que ocurre en la HR, ya que el 4cido salicilico inhibe
la enzima catalasa, que es una de las principales fuentes detoxificadoras de las formas
reactivas del oxigeno (Bi ef al., 1995; Dumner & Klessig, 1995; Mittler e al., 1999,
Mittler, 2002; Takahashi et al., 1997).

Las células vegetales que sufren HR, incrementan su la fluorescencia al
microscopio (Figura I1.2), debido fundamentalmente a la produccién y liberacion de
compuestos fendlicos tras la muerte celular (Alamillo & Garcia-Olmedo, 2001).

Figura I1.2. Fluorescencia caracteristica de la HR. Como muestra se utiliza una hoja de
tabaco donde se ha inoculado P. syringae pv tabaci. Tras 24 h, se percibe necrosis en la zona
del in6culo, donde se da lugar la Respuesta Hipersensible (HR). La autofluorescencia se
estimula tras exponer la muestra a luz ultravioleta en el microscopio.

2.1.2.2. Formas activas de oxigeno o formas ROS. El daiio téxico

Las formas activas de oxigeno, radicales libres de oxigeno o formas ROS se
producen a partir de la reduccién del oxigeno molecular, al aceptar electrones de otras
moléculas. Normalmente se generan cuando el metabolismo de las mitocondrias y los
cloroplastos se halla alterado, y son una consecuencia comin del estrés biotico y
abiotico (Polle & Renneberg, 1993; Venisse ef al., 2001).

La sucesiva reduccion del O, al H,O genera los intermediarios O; ", HO y H,O3;
que son potencialmente toxicos y reactivos respecto al oxigeno. Estas especies activas
oxidan inespecificamente proteinas y lipidos de membrana, y pueden causar dafio en el
DNA (Briat & Lebrun, 1999; Schiitzendiibel & Polle, 2002). Ademas se les ha atribuido
un papel antimicrobiano, aunque algunos estudios no las implican directamente en este
proceso (Miguel et al., 2000).

128



Iniroduccion I1

Numerosos aminoacidos son susceptibles de ser modificados por las formas
ROS; entre ellos la histidina, la lisina, la arginina, la prolina, la cisteina y la metionina.
Las proteinas dafiadas son sustratos idoneos de las proteasas (Davies et al., 1987).

El dafio genotdxico implica fundamentalmente modificaciones en las bases,
rotura en las cadenas de DNA y entrecruzamiento o “cross-linking” intra e
intermolecular entre las proteinas y el DNA. Los radicales libres producidos, proximos
al DNA, pueden afiadir o eliminar atomos de hidrogeno a las bases o a los enlaces,
respectivamente, pudiendo darse de 10°-10° modificaciones por célula y dia (Briat &
Lebrun, 1999).

Tradicionalmente las formas ROS se han considerado formas toxicas derivadas
del metabolismo aerobico. Estudios posteriores han demostrado que las plantas las
sintetizan asimismo como moléculas de sefializacion que intervienen en la respuesta
hipersensible, en las respuestas frente al estrés abidtico, en la defensa frente a los
patogenos y en la sefializacion sistémica (Mittler, 2002; Chamnongpol et al., 1998). Por
tanto, se han estudiado como factores implicados en los mecanismos de defensa de las
plantas (Bolwell et al., 2002; Sandermann, 2000), como sefiales intermediarias en la
regulacion de la expresion génica (Vranova et al., 2002), como moléculas de
sefializacion (Neill ef al., 2002), e incluso en determinados estados del desarrollo, como
sustratos en los procesos de lignificacion y “cross-linking” de la pared celular (Fath er
al., 2002).

La célula, en estado normal, contiene una concentracion de perdéxido de
hidrogeno en el cloroplasto en torno a 0.5 uM, mientras que en estado estresado la
concentracion ronda entre 5-15 uM (Schiitzendiibel & Polle, 2002). Los niveles de las
formas ROS se regulan mediante los sistemas antioxidativos, compuestos por
metabolitos como el glutation (GSH) y el ascorbato; y enzimas como la superéxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y las peroxidasas.

El balance entre estos tres tipos de enzimas es crucial para que se mantengan los
niveles minimos de ROS necesarios en la sefializacion y para que se eliminen los
excesos de estas formas en caso de estrés. Segun la enzima considerada, la afinidad por
las formas ROS es distinta, asi pues, la CAT presenta una afinidad de orden mM,
mientras que la APX de orden uM. Esto sugiere que la APX pueda estar implicada en
mantener los niveles basales de las formas ROS, mientras que la CAT en los procesos
de detoxificacion en casos de estrés (Mittler, 2002).

La eliminacion de las formas ROS se llevan a cabo por la SOD y la APX en el
cloroplasto, por el ciclo ascorbato-glutation, que ocurre en el cloroplasto, la
mitocondria, el citosol, el apoplasto y el peroxisoma; el ciclo glutation-peroxidasa y
mediante la CAT en los peroxisomas (Mittler 2002).

Las formas ROS se producen en dos fases: Fase I, donde se da una produccion
transitoria por un estimulo inespecifico y ocurre por patégenos compatibles e
incompatibles con la planta, lo que supone una primera barrera inespecifica; y Fase I1,
retrasada con respecto a la I de 1 a 3 horas, siendo de mayor duracion (Bolwell ef al.,
2002; Huckelhoven & Kogel, 2003; Venisse ef al., 2001). La Fase 1I se genera tras una
interaccion incompatible entre la planta y el patogeno y es caracteristica de la respuesta
hipersensible. El exceso de H,O, producido durante esta respuesta difunde entre las
células junto con el 4cido salicilico y el NO activando los mecanismos de defensa de la
planta, entre los que se halla la muerte celular programada.

Durante esta respuesta, el acido salicilico y el NO suprimen la actividad de las
enzimas ascorbato peroxidasa y catalasa, como se menciond en el apartado anterior de
esta introduccién, por lo que la célula acumula un exceso de formas ROS. Sin embargo,
el 4cido salicilico no inhibe a un tipo de peroxidasas asociada a la pared celular,
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denominada guayacol peroxidasas o peroxidasas anionicas; que interviene en la sintesis
y en el entrecruzamiento o “cross-linking” de los componentes de la pared (Durner y
Klessig, 1995). Por tanto, mientras se amplifica la sefializacion para la activacién de los
genes de defensa, se contribuye al reforzamiento de la pared celular, generandose una
barrera fisica para la entrada y propagacion del patégeno.

2.1.2.3. Engrosamiento de la pared celular

Una de las estrategias utilizadas por las plantas frente a un ataque por patdgeno
es la lignificacién y la suberizacion de la pared celular (McLusky er al., 1999; Mohan et
al., 1993). Como la lignina, la suberina esta constituida por un polimero aromatico que
se halla anclado covalentemente a los carbohidratos y/o proteinas de la pared celular. La
deposiciéon de ambos polimeros toma lugar durante dias tras darse la herida o la
infeccion (revisado por Hammond-Kosack & Jones, 1996).En respuesta al ataque por
parte de un patégeno, las peroxidasas anidnicas usan el H,O, como sustrato para la
formacion de los radicales necesarios en la formacion de la lignina y suberina.

Por otro lado, las formas ROS intervienen en la inmovilizacién y el anclaje de
las proteinas a la pared celular (Hiickelhoven & Kogel, 2003).

Ambos hechos contribuyen al reforzamiento de la pared de la célula vegetal y
por tanto de la barrera fisica que ésta supone para la entrada del patdgeno.

2.1.2.4. Sintesis de compuestos antimicrobianos

Los segundos mensajeros producidos en respuesta a un patdgeno interaccionan
con proteinas especificas que pueden estar implicadas en la activacion transcripcional
de genes, muchos de los cuales codifican enzimas implicadas en el metabolismo
secundario de la planta y, especificamente, en la sintesis de compuestos fendlicos. Una
de las enzimas activadas es la PAL (fenil amonio liasa), que interviene en la sintesis de
compuestos antimicrobianos, como son las fitoalexinas (Maleck & Dietrich, 1999).

Las fitoalexinas son compuestos de bajo peso molecular, lipofilicos que se
acumulan rapidamente alrededor de los sitios de infeccion, y en respuesta a una gran
variedad de elicitores (revisado por Hammond-Kosak & Jones, 1996).

La sintesis de las fitoalexinas y de los compuestos fenolicos esta inducida por
patdgeno; pero por otro lado, la planta cuenta con compuestos antimicrobianos cuya
sintesis es constitutiva, como las saponinas, los glucosidos cianogénicos y los
glucosinolatos (Garcia-Olmedo ef al., 1998; Osbourn, 1996a, 1996b).

2.1.2.5. Activacion génica. Sintesis de proteinas de respuesta a patogeno (PR)

El objetivo de la ruta de transduccion de sefiales es la activacion de genes que
intervienen en la defensa frente al patégeno. Las proteinas PR (Pathogenesis Related)
engloban a un conjunto de proteinas intra y extracelulares que se acumulan en los
tejidos vegetales tras someter la planta a un estrés (Buchel ez al., 1999; Kim ez al., 2001;
Zhao & Chye, 1999). Estudios realizados demuestran que se inducen en las
interacciones compatibles e incompatibles entre la planta y el patogeno, siendo la
acumulacién mayor y mas rapida en el Gltimo caso (Jia & Martin, 1999).

Aunque es un grupo heterogéneo de proteinas, pues incluyen glucanasas,
quitinasas y peroxidasas, entre ofras, poseen caracteristicas comunes, como gran
estabilidad a bajo pH, resistencia moderada a la proteolisis y bajo peso molecular
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(Stintzi, 1993). En algunos casos se ha demostrado que tienen propiedades antifiingicas
in vitro (Niderman et al., 1995).

Las proteinas PR constituyen marcadores moleculares de la denominada
respuesta sistémica adquirida o SAR (apartado 1 y 2.1.2.6. de esta introduccion),
aunque los patrones puedan variar entre distintas especies. En Arabidopsis, la SAR
incluye las proteinas PR-1 (de funcion desconocida), PR-2 (B-1,3-glucanasa) y PR-5
(proteina del tipo taumatina); siendo la PR-1 el marcador mas usado por la intensidad de
su expresion. En Nicotiana sp, algunos de los genes que codifican PRs son miembros de
una pequefia familia génica que codifica isoformas acidas y basicas y que responden
especifica y diferencialmente a segundos mensajeros (Maleck & Dietrich, 1999).

Recientemente se ha estudiado en detalle los elementos reguladores de los genes
de las proteinas PR, entre los que se han identificado los elementos de respuesta a
etileno (ERE o caja GCC) y a 4cido salicilico, entre otros (Lebel et al., 1998; revisado
por Kizis et al., 2001; Rushton & Somssich, 1998; Singh et al., 2002; Park et al., 2001).

2.1.2.6. La respuesta sistémica adquirida o SAR

Como se mencioné anteriormente, en el apartado 1 de esta introduccion, la
respuesta hipersensible desemboca en la respuesta sistémica adquirida o SAR. Se puede
decir que la SAR constituye la inducciéon de los mecanismos de defensa en sitios
distantes del origen donde se ha producido la infeccién y que su fin es preparar a la
planta para defenderse contra nuevos ataques por patdgenos, aunque recientemente se
ha comprobado que se activan de igual forma mecanismos de defensa especificos de
otros tipos de estrés (Montesinos et al., 2002).

2.1.3. Las quitinasas vegetales

Entre las proteinas PR se encuentran las quitinasas (apartado 2.1.2.5). La
actividad quitinasa aumenta en las plantas tras la infeccion, lo que sugiere que puedan
intervenir en la proteccion frente a patégenos fungicos mayoritariamente (Kasprzewska,
2003; Buchter et al., 1997).

Las plantas contienen miltiples formas de quitinasas, las cuales se han
clasificado en varios grupos o clases (Figura IL.3), atendiendo a sus caracteristicas
estructurales y funcionales (Collinge et al., 1993):

Clase I. Normalmente son proteinas basicas y se localizan en la vacuola. Contienen un
extremo amino terminal rico en glicina, que tiene la capacidad de unirse a la quitina.
Este dominio se halla unido al dominio catalitico o carboxilo terminal por medio de una
region rica en prolina, que contiene la informacion necesaria para dirigir la proteina a la
vacuola.

Clase II: Comparten un 60% de identidad con las de clase I. Suelen ser proteinas acidas
extracelulares que carecen del dominio de union a la quitina y del péptido sefial de la
region carboxilo terminal especifico de vacuola.

Clase III: Son proteinas extracelulares que carecen de homologia con las de clase Iy II,
por lo que fueron agrupadas en otro grupo de proteinas PR.
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Clase 1V: Se asemejan a las de clase I por poseer un dominio rico en cisteinas, aunque
son proteinas de menor tamafio.

Clase V: Este grupo esta representado por dos proteinas de tabaco que poseen una baja
homologia con el resto de las quitinasas vegetales, pero que presentan cierta homologia
con exoquitinasas bacterianas.

Clase VI. Son estructuralmente similares a las de tipo IV y presentan una homologia
significativa con las quitinasas bacterianas.

Clase 1 | |
Clase IT EF ]

Clase i BB AL |

Clase 1v I [

Clase v B ET T ]

Clase VI [

Péptido sefial
Dominios de unién a quitina

Secuencia de localizacién

Region catalitica

Figura IL3. Estructura de las quitinasas de plantas

La mayoria de las quitinasas caracterizadas hasta la fecha, incluyen miembros de
todas las clases anteriormente mencionadas. Su induccion responde a infeccién o a
estrés de tipo bidtico o abiético, y a fitohormonas como el etileno, el acido jasmonico y
el 4acido salicilico. Solo algunas de ellas poseen actividad antifungica in vitro, lo que
sugiere que estas enzimas realizan funciones adicionales a la de defensa (Tabla I1.3).

Las quitinasas se sinfetizan asimismo en determinados tejidos y organos de
plantas no estresadas, durante etapas concretas del desarrollo (Kasprzewska, 2003). Asi,
se han identificado quitinasas especificas que se expresan constitutivamente en flores y
células epidérmicas (Biitcher er al., 1997, Clarke et al., 1994; Harikrishna ef al., 1996;
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Neale ez al., 1990). Se ha descrito que las quitinasas que intervienen en el desarrollo y el
crecimiento, lo hacen mediante la generacién o degradacién de moléculas sefial, o
formando parte de la muerte celular programada (Kasprzewska, 2003).

En monocotiledoneas se ha podido comprobar que las quitinasas intervienen en
procesos de resistencia al frio, al unirse a la superficie de los cristales de hielo € impedir
su expansiéon. Esta propiedad también se ha atribuido a enzimas como las B-1,3-
glucanasas y proteinas del tipo de la taumatina (Yeh et al., 2000).

Las quitinasas, asimismo, pueden constituir proteinas de reserva que sirvan
como fuente de aminoacidos para la sintesis de otras proteinas durante la maduracion
del fruto (Peumans et al., 2002).

Funcién/procesoenelque =~ Tipodequitinasa =~ Especie vegetal
mtervienen
patogénesis intracelular, clase IV Nicotiana tabacum
basica, clase I y acidica, clase IT Arabidopsis thaliana
clase IV Arabidopsis thaliana
endoquitinasa intracelular Phaseolus vulgaris
clase IV Vitis vinifera
nodulacion acidica, clase I Sesbania rostrata
micorriza basica, extracelular, clase I Picea abies
crecimiento proteina tipo quitinasa (relacionada con la clase Arabidopsis thaliana
)
embriogénesis acidica, extracelular, clase IV Daucus carota
extracelular Cichorium
basica, clase IV Picea glauca
resistencia a congelacion extracelular, clase Iy clase I Secale cereale
intra- y extracelular Lycopersicon esculentum
clase I Cynodon sp.
muerte celular programada  clase IV Brassica napus
clase IV Arabidopsis thaliana

almacenamiento proteico proteina tipo quitinasa (homologa a la clase III)  Musa spp.

inhibidor bésica, extracelular Solanum tuberosum
endoquitinasa Coix lachrymajobi

Tabla IL3. Funciones de las quitinasas vegetales y procesos en los que intervienen
(Kasprzewska, 2003)
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La expresion de genes de quitinasas en plantas potencia la resistencia frente a
patogenos de origen fungico, especialmente cuando se coexpresan con otros genes
relacionados con defensa, como la B-1,3- glucanasa (Bolar e al., 2001; Jach ef al.,
1995).

2.1.4. Las peroxidasas vegetales

Otra de las proteinas PR son las denominadas peroxidasas (EC 1.11.1.7.), que
constituyen una familia de isoenzimas. Son glicoproteinas monoméricas que contienen
un grupo hemo y utilizan el H;O, y el O, para oxidar una amplia gama de moléculas
(donadoras de electrones). Se clasifican normalmente en icidas, neutras o basicas segun
su punto isoeléctrico.

La mayoria de las plantas superiores contienen un gran nimero de peroxidasas,
codificadas por familias multigénicas. Se les han atribuido multiples funciones en las
plantas, como la eliminaciéon del H,O,, 1a oxidacion de reductores toxicos, la biosintesis
y la degradacion de la lignina en la pared celular, el catabolismo de la auxina, las
respuestas de defensa frente a heridas, ataques por patogenos o insectos, etc. Su
regulacion atiende a distintos tipos de agentes estresantes, tanto bidticos como abidticos,
y a distintos lugares (Yoshida et al., 2003).

Hasta el momento se han descrito numerosas peroxidasas en plantas (Tabla 11.4)
y se ha estudiado la funcién de algunas de ellas. Las peroxidasas fap/ y tap2,
peroxidasas anionicas de tomate y patata, respectivamente, se inducen por herida,
hongos, elicitores y ABA (Botella et al., 1994a, 1994b; Mohan et al., 1993a). De hecho,
se han encontrado en el promotor de algunas de ellas elementos de respuesta al metil
jasmonato (Mohan ez al., 1993b). Las peroxidasas anionicas que se hayan asociadas a la
pared celular del tabaco, se inducen tras inocular la planta con un patégeno (Mittler er
al., 1999a) y usan el H,0, como sustrato para formar los radicales necesarios en la
formacion de la lignina. Este tipo de peroxidasas, por tanto, contribuyen a engrosar la
pared celular, previniendo la entrada y propagacién de los patégenos. Como se
mencioné en el apartado 1 de esta introduccion, el SA, molécula mensajera mas
caracteristica de la SAR, no inhibe a este tipo de peroxidasa, por lo que no evita que se
de un reforzamiento de la pared celular. No obstante al inhibir a otro tipo de enzimas
detoxificadoras de formas ROS, como la catalasa y la ascorbato peroxidasa, contribuye
al aumento de moléculas mensajeras que inducen una respuesta de defensa en la planta
(Bi et al., 1995; Durner & Klessig, 1995; Mittler ez al., 1999b; Takahasi et al., 1997).

Las denominadas ascorbato peroxidasas o APX (EC1.11.1.11), constituyen un
grupo de isoenzimas cuya sintesis responde a alta intensidad luminica, sequia, salinidad,
y ABA, entre otros agentes (Yoshimura ef a/., 2000). Reducen el estrés oxidativo al
eliminar el H,O, generado en exceso (Mittler et al., 1999). Estas enzimas estin
distribuidas en distintos compartimentos celulares, como el estroma (sAPX), en la
membrana tilacoidal (tAPX) y en el citosol (cAPX). Las APXs protegen cada organulo
celular y minimizan el dafio generado por el estrés oxidativo en el tejido.
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Planta Gen Anélisis funcional y/o de la expresién
Picea abies SPi2 Induccién por patdgeno
Gossypium hirsutum no determinado Induccion por bacteria
Cucumis sativas Cuper2 Induccion por etileno
Cucurbita pepo APRX Unida a pared celular
Populus prxA3a, prxAda Tallo
PXPi, PXPl1l, PXP2, PXP3-4  Xilemay raiz
Arabidopsis thaliana prxCa, prxEa, prxCh Promotor
Nueve genes prxr Todos los organos
ATPla ATP2a Todos los 6rganos
ATP15a, ATP24a Induccién por herida (también la ATP2a)
ATPA2 Promotor
Armoracia rusticana prxCl Promotor, andlisis transgénico
prxC2 Induccion por herida, promotor
Glycine max SPODA4.1, Prx2, Ep Cubierta de la semilla
Stylosanthes humilis Sphx6a, Sphx6b Induccién por patdgeno y por jasménico,
promotor
Arachis hypogaea prePNCI, prxPNC2 Induccion por herida
Medicago sativa MsprxIA, Induccién por patégeno
Msprxlb, MsprxiC
Nicotiana tabacum poxCl Induccion por TMV
tpoxN1 Induccion por TMV, herida y etileno
NtpoxAN Promotor y anélisis transgénico
Lycopersicon esculentum  TPX1 Induccién por sal y herida
TPX2 Andlisis transgénico
TAPI Promotor (herida), analisis del antisentido
TAP2 Induccion por herida, andlisis del antisentido
Solanum tuberosum Stprx2 Induccion por herida
Ipomea batatas SwpaZ2, Spwa3 Promotor, analisis transgénico
Oryza sativa POX22.3, POX8.1,POX5.1 Induccion por patdgeno
prxRPA, prxRPN Induccion por herida
Promotor (prxRNP)
Triticum aestivum poxl, pox2, pox3, pox4 Induccion por el hongo del moho (pox2)

Tabla IL4. Genes de las principales peroxidasas de plantas (revisado por Yoshida ez al.,
2003)

2.2. EL ESTRES ABIOTICO

Actualmente, los cambios en el medio ambiente se dan a una velocidad que
supera a la de la capacidad de adaptacion de muchas especies vegetales. A los cambios
climéticos y factores estresantes naturales hay que sumar los cambios provocados por la
accion del hombre.
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La necesidad de reutilizar para cultivo los suelos desgastados o afectados por la
actividad industrial, requiere de la existencia de plantas que toleren estas condiciones.
Aunque las plantas cuentan con mecanismos naturales de detoxificacion y de respuesta
a estrés abidtico, como sequia, salinidad, etc., el acelerado cambio medioambiental
precisa de la obtencion de especies vegetales que vean incrementada su tolerancia (Apse
& Blumwald, 2002; Briat & Lebrun, 1999; Chen & Murata, 2002; Garg ef al., 2002). Se
han levado hasta el momento numerosas investigaciones, a este respecto, dentro de los
programas de control bioldgico, de las que hablaremos en el apartado 5 de esta
introduccion,

2.2.1. Estrés por metales pesados
2.2.1.1. Mecanismo de accion de los metales pesados

Como metal pesado se conoce aquel que posee una d > 5g/cm’. Algunos pueden
tener mayor o menor importancia como metales traza, aunque la mayoria de ellos no
poseen funcion bioldgica alguna y resultan toxicos (Weast, 1984).

La adquisicion de los metales pesados por las plantas se hace por difusion o con
ayuda de microorganismos del suelo, pudiendo acumularse en las paredes celulares
(Arduini ef al., 1996). Los efectos toxicos ocurren a nivel intracelular y de membrana
plasmatica.

La toma de metales puede realizarse de forma pasiva por gradiente de
concentracion a través de la membrana plasmatica, o bien de forma activa (Williams et
al., 2000).

La toxicidad que ejercen los metales pesados podria explicarse teniendo en
cuenta los mecanismos moleculares en los que incidirfan (Schutzendiibel & Polle,
2002):

a) Dafio oxidativo

Los metales pesados provocan la aparicion de formas ROS por autooxidacion o
reacciones de tipo Haber-Weiss o Fenton (Briat & Lebrun, 1999). Este dailo es tipico de
metales como el Cu o el Fe. La autooxidacion de metales redox activos como el Fe** o
el Cu** da lugar a la formacion de especies reactivas a partir del oxigeno, con el
consiguiente dafio que generan (apartado 2.1.2.2 de esta introduccién). Por otro lado, se
ha demostrado que el cobre también induce la sintesis de etileno en tabaco (Avni et al.,
1994).

b) Bloqueo de grupos funcionales esenciales

Este efecto conduce a la inactivacion de las moléculas y es frecuente en metales
como el Cd y el Hg, que ademads generan peroxidacion lipidica y acumulacion de H,Oa,
lo que desemboca de nuevo en dafio oxidativo.

El Cd interfiere con las cisteinas conservadas de la glutation reductasa,
generando una carencia transitoria de glutation (GSH), que interviene en la
detoxificacion de las formas ROS (apartado 2.1.2.2 de esta introduccion), provocando
por consiguiente un incremento de éstas. Las peroxidasas inespecificas, como las que
oxidan sustratos como el guayacol, también se afectan por el Cd (Schitzendibel et al.,
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2001); desembocando en la lignificacion de la raiz como consecuencia del dafio
oxidativo y perdiendo, por tanto, la capacidad de tomar nutrientes. Cuando la
eliminacion del metal no es lo suficientemente rapida, se produce una inhibicion del
crecimiento, una estimulacion del metabolismo secundario y una lignificacién que
conducen a la muerte celular. El Cd, en suma, provoca una pérdida transitoria de la
capacidad antioxidativa, acompafiada de la produccion de peroxidos que pueden actuar
como moléculas de sefializacién en la activacion de los mecanismos de defensa, lo que
conduce a la muerte de la planta.

Por otra parte, estos metales pesados se unen fuertemente al oxigeno, al
nitrogeno y a los dtomos de azufre, inactivando numerosas enzimas.

c) Desplazamiento de iones metdlicos esenciales para las biomoléculas

El desplazamiento de los metales de los grupos funcionales conduce a la
inactivacion de las moléculas y es tipico de metales como el Cd y el Zn. El i6n cd**
desplaza al Ca®* en la calmodulina, bloqueando la sefializacion celular dependiente de
ésta (Rivetta ef al., 1999). El Zn** desplaza al Mg*", inactivando la enzima ribulosa-1,5-
bifosfato-carboxilasa/oxigenasa (van Assche & Clijsters, 1986).

2.2.1.2. Mecanismos naturales de detoxificacion

El dafio que los metales pesados generan sobre los organismos vivos implica
mecanismos oxidativos y genotéxicos. La proteccion de la planta frente a esta toxicidad
se consigue controlando la entrada de metales por la raiz y su distribucion en la planta
(Briat & Lebrun, 1999).

Los metales pasan de la raiz al apoplasto, el cual juega un papel importante en
cuanto al transporte y la distribucion de iones entre los tejidos y las células, asi como en
la respuesta al estrés. La acumulacion de metales, como el Cu o el Zn, en el apoplasto lo
convierte en un almacén transitorio de éstos. En la mayoria de las plantas las vacuolas,
que suponen el 80-90% del volumen total de la célula, comprenden el principal lugar de
almacenamiento de metales (Wink, 1993).

Dentro de la célula existen proteinas encargadas de secuestrar determinados
metales contribuyendo asi a la detoxificacion. Las ferritinas son proteinas capaces de
quelar miles de atomos de Fe (Harrison et al., 1996). Las metalotioneinas son proteinas
pequetias, en torno a 6-7 kDa, que quelan excesos de Zn, Cu, Cd al interaccionar estos
metales con las cisteinas, dispuestas en la proteina como repeticiones CysXCys o
CysXXCys (Robinson et al., 1993). Las fitoquelatinas, también llamadas
metalotioneinas de clase I1I, son péptidos que derivan del glutation y que quelan Cd, Cu
y Zn, entre otros metales (Rauser, 1995).

La célula también cuenta con compuestos de bajo peso molecular como acidos
organicos, aminoacidos y derivados de éstos, que resultan fundamentales para la
homeostasis del metal en la planta (Briat & Lebrun, 1999). Entre los 4cidos orgéanicos,
que son los principales quelantes en el xilema, hallamos el citrato, el malato y el
oxaloacetato (Cataldo er al., 1988). Por otro lado, existen aminoacidos con especial
afinidad por los metales pesados, como la histidina libre, o el derivado de la metionina
nicotianamina (NA), que quela fundamentalmente Fe, Cu 'y Zn (Stephan et al., 1996). El
fitato, que deriva del mioinositol, es otro compuesto de bajo peso molecular que
almacena en las semillas fundamentalmente Zn, Fe, Mn, Na, Ca y Mg, entre otros
metales (Van Steveninck ef al., 1993).

137



Introduccion 11

Otro de los mecanismos naturales con que cuenta la planta para eliminar el
exceso de metal pesado es el flujo activo. En Arabidopsis se ha hallado un
transportador de metales pesados dependiente de ATP (Tabata et al., 1997).

La detoxificacion se puede llevar a cabo, por tanto, mediante la unién de los
metales a la pared celular, la compartimentalizacion, la quelacion y la eliminacién por
flujo de estos.

En la naturaleza se hallan plantas hiperacumulativas, como la mayoria de las
pertenecientes a la familia Brasicaceae, que son capaces de acumular cantidades
elevadas de Pb, Cd, Ni, Zn, Cr y Cu; por lo que son utilizadas en muchos procesos de
fitoextraccion de metales del suelo (Salt ez al., 1995).

2.2.2. Estrés salino y osmético
2.2.2.1. El dafio generado por el estrés salino y osmético

La sequia, las bajas temperaturas y la salinidad son factores medioambientales a
los que los cultivos estan expuestos con frecuencia y provocan un déficit de agua que
afecta al crecimiento, al desarrollo y a la expresion génica. Aunque estos factores
estresantes presentan distinta naturaleza y pueden elicitar respuestas especificas en la
planta, también activan reacciones comunes en ésta (Figura 11.4). El cierre de estomas,
la pérdida de la turgencia y el cambio en la composicion de la pared celular o las
membranas, son algunos de los cambios que ocurren y que pueden actuar como sefial de
activacion de los mecanismos de adaptacion en la planta (Kizis er al., 2001).

La alta salinidad genera tanto estrés idnico como osmotico (Zhu, 2002). El estrés

salino disrumpe la homeostasis i6nica en la planta, resultando en un exceso de iones
Na" en el citoplasma y en una deficiencia de iones esenciales como el K* (Serrano &
Rodriguez Navarro, 2001; Zhu, 2001a, 2001b). La toxicidad del Na' también se
manifiesta en la inhibicién que genera sobre numerosos procesos bioquimicos claves
para la célula, al competir por sitios de unién de otros iones como el K (Apse &
Bumwald, 2002).
La ruta de respuesta al estrés salino estd siendo ampliamente estudiada en Arabidopsis,
donde se han caracterizado los mutantes sos/, sos2 y sos3, que presentan
hipersensibilidad ante iones Na* y Li* (Zhu, 2001a). Estos fenotipos condujeron a la
identificacion de los genes SOS y al estudio de la funcién que ejercian en este tipo de
estrés. SOSI codifica un antiportador Na'/H' localizado en la membrana plasmética
(Shi ez al., 2000). SOS2 codifica una proteina kinasa de serina/treonina, cuyo dominio
catalitico se halla en el extremo amino terminal, que interacciona intramolecularmente
con la zona reguladora de la proteina, situada en el extremo carboxilo terminal (Guo et
al., 2001). SOS3 codifica una proteina de union a calcio, que probablemente sensa los
cambios en la concentracion intracelular de este ion, inducido por el estrés salino
(Ishitani et al., 2000). SOS3 interacciona con SOS2 e intervienen en la activacion del
antiportador codificado por SOS!, que expulsa el exceso intracelular de iones sodio
(Halfter et ai., 2000).

La tolerancia y la respuesta al estrés idnico conllevan la activacién de una ruta
dependiente de SOS, mientras que, el estrés osmoético dispara una ruta independiente de
estos genes, que activa a una serie de proteinas kinasas, como la SIMK (salt-stress
inducible protein kinase) o la SIPK (Zhu, 2001a). En la Figura IL5 se representa un
esquema de los mecanismos de respuesta a estrés salino y osmoético.
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Figura IL4 Ruta de transduccién general frente a condiciones de frio, sequia y estrés
salino en plantas (Xiong et al., 2002). En cada paso se proponen ejemplos de los componentes
de la ruta de transduccién de sefiales. La reamplificacion de la sefial se esquematiza con una
flecha de retroceso. Los patrones de sefializaciéon propuestos en el esquema pueden estar
regulados por la ruta general previamente a la especifica. GPCR, receptor acoplado a proteina-
G; RLK, receptor de tipo kinasa; InsP, inositol polifosfatos, CDPK, proteina kinasa dependiente
de Ca**; SOS2/PKS, proteina kinasa de serina/treonina; ROS, formas activas de oxigeno; ABA,
acido abscisico; ERBP/AP2, factor de transcripcion de respuesta a etileno.

2.2.2.2. Mecanismos naturales de proteccion

Hasta €l momento, en la planta se conocen numerosos transportadores iénicos
que se encuentran activos durante el estrés salino en la membrana plasmatica y en el
tonoplasto (Serrano & Rodriguez-Navarro, 2001). Las respuestas activas frente al estrés
salino pueden ser dependientes de la hormona ABA o independientes de ésta (Kizis ef
al., 2001; Xiong et al., 2002; Zhu, 2002).

La tolerancia al estrés salino en las plantas se da de forma natural por la
acumulacion de los denominados solutos compatibles u osmoprotectantes, que son
compuestos de bajo peso molecular, muy solubles y que carecen de toxicidad alguna
incluso a altas concentraciones. Estos solutos se acumulan en distintas especies
vegetales y pueden ser betainas y compuestos relacionados; azucares y polialcoholes,
como el manitol, el sorbitol y la trealosa; y aminoacidos como la prolina (Chen &
Murata, 2002). Estos compuestos contribuyen a la eliminacion del estrés oxidativo, de
la peroxidacion lipidica y a la estabilizacion de los complejos proteicos de las
membranas (Apse & Blumwald, 2002).
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Figura ILS. Ruta de transduccién de sefiales del estrés salino (Zhu, 2001a). Un exceso de
sodio en el medio de cultivo activa una sefial de calcio en el citoplasma que es supuestamente
detectada por la proteina SOS3, la cual interacciona con la proteina kinasa SOS2. Esta
interaccion parece regular la transcripcion y la actividad del transportador iénico SOS1, que
contribuye a reducir la concentracién toxica de iones Na“ en el citoplasma hasta niveles
normales. Por otro lado, el estrés salino genera hiperosmolaridad, la cual activa a la proteina
kinasa ASK1 y a rutas dependientes de MAP kinasas. Esta ruta también es activada por otras
sefiales, como salicilico, elicitores y también por herida. Las kinasas SIPK, SIMK vy la
ATMPKS6 son MAP kinasas homologas de tabaco, alfalfa y Arabidopsis, respectivamente. La
SIPKK y la SIMKK son MAP kinasas que interaccionan con la SIPK y la SIMK
respectivamente. Las interrogaciones indican que las dianas de las rutas de las kinasas se
+ desconocen por el momento.

2.3. INTERCONEXION ENTRE LAS RUTAS DE RESPUESTA AL ESTRES
ABIOTICO Y BIOTICO

Como se menciond en el apartado 1 de esta introduccién, la respuesta a
condiciones de estrés conlleva una ruta de transduccion de sefiales, que culmina en una
reamplificacion de la seflal mediante una segunda ronda de sefializaciéon en la
intervienen, entre otras moléculas, el 4cido abscisico (ABA), el etileno y el acido
salicilico (SA) [Xiong ef al., 2002].

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la interconexion que existe entre
las rutas de respuesta a los distintos tipos de estrés que afectan a la planta, muchas de
las cuales se habian considerado independientes e incluso antagonicas (Ellis & Turner,
2001; Maleck & Dietrich, 1999; Schenk et al., 2000; Singh et al., 2002). El estudio
sobre la conexion entre la transduccion de sefiales generada por las formas ROS vy el
estrés osmatico estd comenzando a emerger (Xiong & Zhu, 2002). No obstante, la
implicacion de las ROS durante la patogénesis si estd bien documentada (Lamb &
Dixon, 1997).

Las proteinas MAP kinasas son un claro ejemplo de moléculas que participan en
diferentes rutas de transduccion de sefiales originadas por estimulos de distinta
naturaleza: infeccion por patégeno, herida, temperatura, sequia, salinidad, presién
osmoética, radiacion ultravioleta y formas activas de oxigeno. El estrés abiético y bidtico
activan kinasas consideradas inicialmente especificas de un determinado tipo de estrés,
como la SIPK o la SIMK y la WIPK, inducidas por salicilico, sal y herida,
respectivamente (Droillard er al.,, 2000; Hoyos & Zhang, 2000; Kizis ef al. 2001;
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Mikolajczyk et al., 2000, Petersen et al., 2000; Zhang & Klessig, 2001; Zhang & Liu,
2001; Zhu, 2001a).

Se han realizado estudios que demuestran la activacion, mediante los mismos
factores de transcripcion, de genes que se expresan bajo distintos tipos de estreses. Asi,
por ejemplo, el factor ERF (ethilene response factor) inducido por etileno, activa genes
que se expresan por frio, sequia, infeccion por patogeno y herida; el factor bZIP, que se
une a la region reguladora de determinados genes de PRs, responde a sal, sequia y luz
ultravioleta; el factor WRKY, que se expresa tras la infeccion de diferentes patogenos y
por herida (Ellis et al., 2002; Singh et al., 2002); y el gen Tsi de tabaco, que codifica un
factor de transcripcion (Ohme-Takagi & Shinshi, 1995), el cual se induce por estrés
salino, herida, 4cido salicilico y 4cido jasmoénico (Park ef al., 2001). Estos ejemplos
ponen de manifiesto el cruce de las rutas de transduccion de sefiales del estrés bidtico y
abidtico.

Asimismo, el andlisis de los patrones de expresion de genes marcadores de la
senescencia y de la muerte celular programada en la planta, confirma el cruce de las
distintas rutas de transduccion de sefiales. Los genes HSR203J y el HINI, marcadores
de la respuesta hipersensible en tabaco, también se inducen en presencia de metales
pesados como ¢l cobre (Pontier et al., 1999).

Por tanto, los mecanismos de respuesta de las plantas frente a un tipo de estrés,
pueden conducir en ltima instancia a la activaciéon de otros mecanismos que protegen
frente a otros estreses diferentes, manteniendo asi a la planta en un estado de alerta
generalizado. Un esquema de lo mencionado anteriormente se detalla en la Figura IL6.

3. LOS ELICITORES EN LOS MECANISMOS DE DEFENSA

Como elicitores se definen aquellos productos procedentes de los genes de
avirulencia de los patogenos, de la pared celular del patégeno o de la de la propia planta,
que activan las respuestas de defensa de ésta (Ebel, 1988). Pueden tener distinta
naturaleza, pueden ser glicopéptidos, péptidos, proteinas o carbohidratos. Entre los
mejor caracterizados estan las elicitinas, que son elicitores proteinaceos que derivan de
la pared celular del hongo Phytophthora (Ito et al., 1997); y las denominadas
oligosacarinas (OGAs), que son carbohidratos con actividad biolégica, pues actian
como moléculas sefial (Fry ef al., 1993; Monhen & Hahn, 1993). En las células de
tabaco se ha propuesto un modelo de actuacion de las OGAs, en el que tras un fluj o0 de
iones K™ y CI', una bajada del pH citosdlico y una movilizacion de iones Ca*’,
membrana se despolanza y se activan una serie de genes, entre ellos el que codlﬁca la
fenil amonio liasa (Ridley et al., 2001).

Los OGAs se pueden unir a la pared celular mediante interacciones i6nicas. La
pared celular actuaria como “receptor” y la interaccion generaria cambios en la tension
de ésta, que transmitidos al citoesqueleto originaria una cascada de sefializacion (Faik ef
al., 1998). La existencia de un receptor especifico en la pared celular es otra de las
hipétesis barajada, de hecho, se ha descrito una proteina de patata denominada
remorina, que interacciona con los OGAs, que es fosforilada in vitro y que podria actuar
como receptor (Reymond et al., 1996).
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Figura I1.6 Representacion esquemitica de algunas rutas de respuesta a estrés y defensa
en las que intervienen los factores de transcripcion ERF (Singh ef al., 2002). Los elementos
que participan en el proceso de reconocimiento se desconocen hasta el momento, y se indican
mediante flechas discontinuas. La flecha continua designa la interaccién del producto del gen
" Avr con el de resistencia PTO de tomate a Pseudomonas syringae. La interaccion de la proteina
PT14 con la PTO desencadena la fosforilacién del factor ERF (de respuesta a etileno). La
- proteina ORCA3, de respuesta a Catharanthus, es fosforilada antes de interaccionar con el
elemento JERE, presente en la regién reguladora de los genes de respuesta a jasmoénico y a
elicitores, implicados en la sintesis de alcaloides y terpenoides (TIA). Los elementos ERF
interaccionan también con los de respuesta a sequia e infeccién por patdgeno (TSI), con los
elementos de unién a las cajas CRT (CBF) y con elementos de respuesta a desecacion o DRE
(DREB).

4. MEJORA GENETICA' DE PLANTAS FRENTE A ENFERMEDADES
PRODUCIDAS POR ESTRES

Numerosos trabajos describen la obtencién de plantas mas tolerantes al estrés
salino y a la sequia, mediante la expresion de genes que intervienen en el flujo activo de
los iones, como el antiportador Na'/H' codificado por el gen SOS! de Arabidopsis
thaliana (Shi et al., 2003). Un efecto similar frente al estrés salino y térmico, entre
otros, se ha obtenido al expresar en tabaco la enzima glutation S-transferasa, que reduce
el dafio oxidativo (Roxas et al., 2000). Otra de las proteinas que constituye un potente
regulador de la homeostasis i0nica esta codificada por el gen HALI de S. cerevisiae, su
expresion en melén mejora la tolerancia de éste al estrés salino, aunque afecta su
crecimiento vegetativo (Bordas et al., 1997; Serrano et al., 1999). Un efecto similar
sobre tolerancia a salinidad y crecimiento vegetativo se observa tomates transgénicos
para este gen (Gisbert et al., 2001; Rus et al., 2001).

Otra de las estrategias de los programas de biocontrol, ha consistido en la
expresion de genes que codifican osmoprotectantes (apartado 2.2.2.2 de esta
introduccion). Los genes bacterianos otsA y otsB, necesarios para la sintesis de trealosa,
se han expresado en arroz obteniéndose lineas transgénicas con mejor crecimiento y
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mejor balance mineral bajo condiciones de sal, sequia y bajas temperaturas (Garg et al.,
2002). La expresion del gen de levadura 7PS1, en plantas de tabaco, permite la sintesis
de trealosa originando plantas mas tolerantes a la salinidad y a la sequia (Serrano et al.,
1999). Plantas de tabaco con mayor resistencia al estrés osmoético y a bajas temperaturas
se han obtenido mediante la expresion en tabaco de un soluto compatible como es la
glicina betaina (Apse & Blumwald, 2002; Chen & Murata, 2002; Holmstrém et al.,
2000).

La manipulacion de los niveles de formas ROS, ha sido otra de las estrategias
para la obtencién de plantas mas tolerantes a condiciones ambientales adversas (Roxas
et al., 2000; Veena et al,, 1999). La expresion de la peroxidasa TPX2 de tomate
aumenta la tasa de germinacion de las semillas de tabaco que portan este gen, debido a
una mayor retencion de agua en sus paredes (Amaya ef al., 1999). Las peroxidasas
swpal y swpnl de batata expresadas en tabaco palian notablemente el dafio ocasionado
por agentes quimicos (Yun et al., 2000). Asimismo, plantas de tabaco deficientes en la
catalasa CatlAS, presentan niveles subletales de formas ROS, que mantienen activos
los sistemas de defensa ¢ incrementan de este modo su tolerancia frente a patdgenos
(Chamnongpol et al., 1998).

El estrés producido por los metales pesados, se ha combatido principalmente
mediante la expresién de quelantes o de enzimas detoxificadoras de las formas ROS
(Briat & Lebrun, 1999; Deak et al., 1999, Schiitzendiibel & Polle, 2002).

La lucha contra el estrés bidtico se ha abordado introduciendo en las plantas
genes que codifican proteinas PR, como quitinasas y glucanasas (Alexander et al., 1993,
Bolar et al., 2001; Jach et al., 1995; Lorito et al., 1998, Zhu et al., 1994); y
combinaciones de genes Avr y R que generan interacciones incompatibles, para
mantener asi activados los mecanismos de defensa (Laugé & De Wit, 1998).

Un hecho importante ha sido la constatacion de la convergencia entre las rutas
de respuesta al estrés bidtico y abidtico. De hecho, la sobreexpresion del factor de
transcripcion 7si en tabaco, no sélo mejora la tolerancia frente al estrés producido por
patogenos, sino que también lo hace frente al estrés osmético (Park et al., 2001). De
igual forma, se obtiene una mejora frente al dafio por metales pesados y por patdgenos
al expresar en tabaco una ferritina de alfalfa (Deak et al., 1999).

4.1. PLANTAS DE TABACO PORTADORAS DE LAS QUITINASAS CHIT33 y
CHIT42 DE T. harzianum

Uno de los objetivos principales de nuestro grupo de investigacion, ha sido la
obtencion de plantas transgénicas de tabaco mas resistentes a fitopatégenos fungicos,
mediante la expresion de genes de Trichoderma harzianum que codifican enzimas
hidroliticas. Mediante trabajos previos, se obtuvieron plantas transgénicas de tabaco
portadoras de los genes que codifican las quitinasas CHIT42 y CHIT33 de 7. harzianum
CECT 2413 (Garcia, 1997, Tesis Doctoral, Cubero, 1997, datos no publicados). En el
presente trabajo se ha llevado a cabo la obtencion de plantas portadoras de ambas
quitinasas, y el analisis funcional de las diferentes lineas transgénicas obtenidas
(desarrollado en Resultadosll).

Estas quitinasas juegan un importante papel en el proceso de micoparasitismo de
Trichoderma (Dana et al., 2001, Garcia et al., 1994; Limon et al., 1999), por lo que su
expresion en plantas podria aumentar la resistencia de éstas frente a patégenos de origen
fangico, como ya se habia observado al expresar, entre otros, el gen chir42 de T.
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harzianum en sistemas tanto homélogos como heterélogos (Bolar er al., 2001; Lorito et
al., 1998; Jach et al., 1995; Zhu et al., 1994).

Las quitinasas CHIT33 y CHIT42 no presentan una homologia importante entre
ellas, ambas carecen de dominio de unidn a quitina y presentan actividad endoquitinasa
y presentan sinergismo, in vitro, cuando se incuban frente a una suspension de paredes
celulares purificadas de B. cinerea (de la Cruz et al., 1992; de la Cruz et al., 1993). La
homologia de estas enzimas con la de otros organismos se esquematiza en la Tabla I.5.

Organismo Proteina % Tamailo del
Identidad alineamiento
(aa)
CHIT42 Trichoderma hamatum Endoquitinasa 86 428
A. album Chil 75 423
Bacillus circulans Chil 328 290
Serratia marcescens ChiA 311 341
Alteromonas sp. Precursor de la quitinasa 329 161
ChiA
Streptomyces lividans Precursor de la quitinasa C 34.7 366
Streptomyces plicatus Precursor de la quitinasa 63 33 376
Serratia marcescens Precursor de la quitinasa 36.5 178
ChiB
Kluyveromyces lactis Precursor de las 232 328
subunidades
oy B de la toxina killer
CHIT33 Candida albicans Chi2 41 297
C. albicans Chi3 41 300
S. cerevisiae Ctsl 45 286
C. albicans Chil 40 289
Rhizopus niveus Chil 40 289
Rhizopus oligosporus Chil 39 296
R. oligosporus Chi2 38 289
Emericella nidulans Chi 38 289
Coccidioides immitis Chi2 36 288
Psophocarpus Chi 35 300
tetragonolobus
Fragaria ananasa Chi 33 290
Oryza sativa Chi clase III 36 293
Vitis vinifera ChiA 33 292
Nicotiana tabacum Chi basica 34 275
Zea mays Chi PRm 35 292
Hevea brasilensis Chi 34 292
H. brasilensis Hevamina 34 292
Arabis glabra Chi 4cida 35 277
Phytolacca americana ChiB 45 288
Beta vulgaris ChiE 34 292
Arabidopsis thaliana Chi acida 35 277
Glicine max Chi clase Il 32 292
Sphenostylis stenocarpa Chi clase 11 32 282
Vigna unguiculata Chi clase I 33 292
Arabis gemmifera Chi 4cida 35 27
Oryza sativa 0OsChib3b 33 293

Tabla IL5. Porcentaje de identidad de CHIT42 y CHIT33 con otras proteinas
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La quitinasa CHIT42 presenta una homologia significativa con otras quitinasas,
en particular con la quitinasa Chil del hongo fitopatégeno 4. album, siendo menor con
otras de origen fungico y bacteriano. La zona mas conservada, presente en todas ellas,
corresponde al dominio catalitico de la enzima. La secuencia de CHIT42 revela la
existencia de un péptido sefial, implicado en la exportacion de la enzima y de un péptido
de activacion, cuya proteolisis es necesaria para su correcto funcionamiento (Garcia et
al., 1994). Su induccion en 7. harzianum responde a la presencia de quitina y de paredes
de hongos, asi como a la carencia de fuente de carbono; en el caso de la enzima
CHIT33, su expresion es maxima en ausencia de fuente de carbono (Dana et al., 2001;
Garcia er al. 1994; Limoén et al., 1995). Ademas de intervenir en los procesos de
antagonismo, también participa en procesos de morfogénesis y diferenciacion (Carsolio
etal., 1994).

CHIT33 presenta una homologia elevada con quitinasas de hongos y de plantas,
no encontrandose una homologia significativa con las quitinasas de bacterias (Tabla
I1.4; Limén ef al., 1995). La homologia se halla fundamentalmente en el sitio activo de
las enzimas, donde también la comparte con la CHIT42. Su secuencia contiene una
region correspondiente a un péptido sefial, su pl tedrico es acido (Limoén, Tesis
Doctoral, 1999). La ausencia de los tres dominios caracteristicos de las quitinasas
fungicas, entre el que se encuentra el dominio de unién a quitina, sugiere que esta
enzima probablemente esté mas implicada en el saprofitismo y el antagonismo, que en
procesos morfogenéticos (Limon e al., 1995). La homologia que presenta con las
quitinasas vegetales sugiere una funcidn similar a la de estas proteinas PR. Ademas
constituye una molécula de origen fingico, lo que puede elicitar los mecanismos de
defensa; como ocurre en el caso de la xilanasa de 7. viride en tabaco. Este altimo hecho
podria ocurrir, del mismo modo, con la quitinasa CHIT42 (Yamamoto ef al., 1999).

Numerosos trabajos han descrito la presencia de quitinasas en plantas y su
induccion frente a patogenos (Busam et al., 1997, Esaka & Teramoto, 1998; Maleck &
Dietrich, 1999; Montesinos et al., 2002; Zhao & Chye, 1999). Ademas de la funcién
defensiva que pueden realizar, las quitinasas vegetales también participan en procesos
de morfogénesis (Biichter et al., 1997; Clarke et al., 1994; Harikrishna et al., 1996,
Neale et al., 1990). Las quitinasas se localizan bien en el apoplasto o en las vacuolas.
Las localizadas en el apoplasto constituirian el primer frente o barrera contra los
fitopatdgenos; por un lado impedirian la propagacion del hongo y, por otro, liberarian
elicitores que activarian los mecanismos de defensa: Las quitinasas vacuolares, en
cambio, actuarian en una etapa mas tardia de la infeccion, en la que se liberan diferentes
enzimas hidroliticas para degradar el fitopatogeno (Collinge et al., 1993).

La expresién de la CHIT42 de T. harzianum en plantas de tabaco no ha
producido alteraciones en la morfologia de las estructuras vegetativas de la planta ni la
de sus organos reproductores (Garcia, 1997, Tesis Doctoral; Lorito et al., 1998). Sin
embargo, aumenta significativamente la resistencia de las germinulas y de las plantas
adultas a la infeccidn por R. solani (Lorito et al., 1998) y Alternaria alternata (Garcia,
1997, Tesis Doctoral). La localizacion apoplastica de CHIT42, planted la hipétesis de
que pudiera actuar de forma sinérgica con las quitinasas vegetales, potenciando la
baterfa de enzimas hidroliticas, contribuyendo a la liberacion de elicitores a partir de las
paredes celulares del patégeno en las etapas tempranas de la infeccion. La expresion de
CHIT33 en tabaco, de igual modo, no produce alteraciones de ningin tipo en la planta
(Cubero, 1997, datos no publicados).

En el presente trabajo se lleva a cabo el analisis funcional de las plantas
portadoras del gen chit42 (plantas psCHIT42), del gen chir33 (plantas psCHIT33) y de
ambos genes (plantas psCHIT33x42).
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1. EXPRESION DE LA QUITINASA CHIT33 EN PLANTAS DE TABACO
1.1. OBTENCION DE LAS PLANTAS psCHIT33

En una etapa anterior a la realizacién de este trabajo, en nuestro laboratorio, se
generaron plantas transgénicas de tabaco portadoras del gen chit42, que codifica la
quitinasa CHIT42 de 7. harzianum CECT 2413 (Figura IL.7A), con el propdsito
conseguir lineas mds resistentes a infecciones producidas por fitopatégenos de origen
fungico (Garcia, 1997, Tesis Doctoral, Lorito et al., 1998). El analisis funcional de estas
plantas transgénicas mostré que poseian, tanto a nivel de germinulas como de plantas
adultas, mayor resistencia frente al hongo R. solani (Lorito et al., 1998). Estos
resultados condujeron a la obtencion de nuevas plantas, que portaran en este caso el gen
chit33 de T. harzianum CECT 2413, que codifica la quitinasa CHIT33, cuya
participacion en el antagonismo frente a hongos fitopatégenos habia sido demostrada
previamente (Dana et al., 2001; Limén et al., 1999).

En las plantas portadoras del gen chir42 (psCHIT42), la zona codificante de la
quitinasa se fusioné a la de un péptido sefial procedente del gen P/-pl4 de tomate, que
codifica una proteina PR (Figura I1.7A). Esta fusién se llevo a cabo para evitar posibles
problemas en el reconocimiento de un péptido sefial heterélogo de origen fingico y para
facilitar su exportacién al apoplasto, donde podria actuar conjuntamente con las
quitinasas vegetales en los procesos de defensa.

v A B

pBinl9-psCHIT42 PBinl9-psCHIT33

nos:npt l.nos HindIII nos:nptitnos

SphI
PstI

EcoRI smal

Figura IL7. Construcciones realizadas para la obtencién de las plantas transgénicas
portadoras de las quitinasas de 7. harzianum CECT 2413, A, construcciéon de las plantas
psCHIT42; B, construccion correspondiente a las plantas psCHIT33.

Las construcciones con las distintas quitinasas se realizaron en el vector pBI221,
que contiene un sitio de clonacién multiple entre el promotor constitutivo del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV35S) y el terminador NOS del gen de la nopalina
sintetasa. Como marcador de seleccion se utiliz6 la resistencia a kanamicina,
proporcionada por el plasmido binario pBin19 (Garcia, 1997, Tesis Doctoral).
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La proteina CHIT42 se exportaba correctamente al espacio apopléstico, como se
comprobd por inmunolocalizacion. Las plantas transgénicas presentaban fenotipos y
tasas de crecimiento similares a las plantas control (Garcia, 1997, Tesis Doctoral).

La obtencioén de plantas portadoras del gen chir33 (psCHIT33) se llevé a cabo
del mismo modo que la de plantas psCHIT42. Se incluyé en la construccion el péptido
sefial de la proteina PR de tomate y el terminador NOS (Figura I1.7B), para dirigir la
proteina sintetizada al apoplasto y evitar la posible inestabilidad del mRNA conferida
por la zona 3" no codificante heter6loga, respectivamente.

A partir de la construccion psCHIT33 se aislaron cinco lineas transgénicas
independientes, cuyo analisis preliminar se realizé con anterioridad a la realizaciéon de
este trabajo (Cubero y Dana, datos no publicados).

1.2. ANALISIS NORTHERN DE LAS PLANTAS psCHIT33

La expresion en las plantas transgénicas de tabaco del gen quimérico
ps::chit33::nos se determiné mediante analisis northern (apartado 10 de Materiales y
Meétodos). Para ello se aislé RNA total a partir de hojas de plantas adultas de tabaco de
las diferentes lineas transgénicas y se hibridé con un fragmento de DNA que contenia la
secuencia del gen chit33 de 7. harzianum CECT 2413 (Figura I1.8), aislado a partir del
plasmido pSK-CHIT33 (apartado 3.1.2 de Materiales y Métodos). Como control
negativo se utilizé6 RNA total procedente de una linea transgénica obtenida a partir de la
transformacion con el vector vacio (Bin19). Como control positivo, se utiliz6 RNA total
+ procedente de un cultivo de 7. harzianum CECT 2413 crecido en presencia de quitina
* (Q), que induce la expresion del gen chir33 (Dana et al., 2001). Para normalizar las
' cantidades de RNA, las muestras se hibridaron con el cDNA correspondiente al RNA
18 S de rabano.

152 3 4 5 6 7
chitz; NP
i85 .

Figura IL8 Anilisis northern de las plantas psCHIT33. 1, RNA de 7. harzianum crecido en
presencia de quitina durante 8 h; 2, psCHIT33.10; 3, psCHIT33.9; 4, psCHIT33.6; 5,
psCHIT33.5; 6, psCHIT33.4 y 7, linea transgénica Bin19.

Como se observa en la Figura I1.8, el nivel de expresion de RNA chit33 es muy
parecido en las diferentes lineas transgénicas. La inexistencia de sefial en las plantas
transgénicas Bin19, confirma la ausencia de expresion de genes de tabaco con
homologia a chit33.
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1.3. ANALISIS WESTERN DE LAS PLANTAS psCHIT33

Para determinar que la proteina CHIT33 se sintetizaba y se procesaba
correctamente en las plantas transgénicas, se analizaron extractos proteicos de hojas de
planta adulta, de cada una de las lineas transgénicas originadas de forma independiente.
Las proteinas se resolvieron en un gel de acrilamida, se transfirieron a un filtro y se
incubaron frente a un anticuerpo policlonal especifico contra la proteina de fusion GST-
CHIT33. La cantidad de proteina de cada una de las muestras resueltas en el gel se
determiné mediante tincion con azul de Coomasie (Figura I1.9A, apartado 13.4 de
Materiales y Métodos).

Tras el procesamiento del filtro incubado con el anticuerpo se observé en cada
una de las muestras, correspondientes a las plantas psCHIT33, una banda que migraba a
la misma altura que la proteina CHIT33 de 1. harzianum, utilizada como control
positivo (Figura IL9B). Este resultado sugeria que la proteina se sintetizaba
correctamente y que el péptido sefial de la proteina PR de tomate se procesaba también
correctamente.

A B
MW Binl9 334 335 339 33.10

"

Binl9 33.4 335 339 33.10 Q

Figura IL9. Deteccién de la proteina CHIT33 en extractos proteicos totales de las plantas
psCHIT33. A, tincién del gel con azul de Coomassie. MW, marcador de peso molecular de
proteinas (kDa); Bin19, muestra control. B, inmunodeteccién de la proteina CHIT33 en los
extractos totales. Se analizaron las lineas que iban a ser utilizadas posteriormente en ¢l analisis
funcional. Como control positivo se utiliza sobrenadante de un cultivo de 7. harzianum CECT
2413 crecido en presencia de quitina durante 12 h (Q). Como control negativo se utiliza una
linea de tabaco transformada con el vector vacio (Binl9). En cada carril se cargaron 10pg de
proteina. La dilucién de anticuerpo usada fue de 1:12000.

La expresion de la quitinasa en las plantas psCHIT33 no produce ninguna
alteracion ni en las estructuras vegetativas de la planta ni en los érganos reproductores,
lo cual coincide con lo observado en las plantas psCHIT42 (Garcia, 1997, Tesis
Doctoral; Lorito ef al., 1998).
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1.4, DETE,RMINACI(')N DE LA ACTIVIDAD QUITINASA DE LAS PLANTAS
TRANSGENICAS psCHIT33

Para determinar si la quitinasa que expresaban las plantas psCHIT33 era
funcional, se realizaron medidas de actividad quitinasa de extractos proteicos de hojas
de plantas que habian crecido en condiciones control, es decir, no sometidas a ningin
tipo de estrés.

Un método de medida de la actividad quitinasa muy sensible es el basado en la
utilizaciéon del sustrato fluorescente 4-B-metilumbeliferil-N, N°, N, N’7’-
tretraacetilquitotetraosa (apartado 17.3 de Materiales y Meétodos). Los resultados
obtenidos indican una mayor actividad quitinasa en los extractos de las plantas
transgénicas con respecto a los de las plantas control (Figura 11.10).

50

40

Actividad 30
quitinasa

(U/pg prot)

N

0

10

Binl9 334 335 336 339 3310

Figura IL10. Actividad quitinasa presente en las diferentes lineas psCHIT33

La actividad quitinasa hallada en las lineas transgénicas que expresan la CHIT33
de T. harzianum, superan al menos diez veces la hallada en las lineas control Bin19.

Si se compara la grafica anterior con las figuras 11.8 y 11.10, se puede observar
que, en lineas generales, la actividad quitinasa se corresponde a la cantidad de RNA
mensajero y de proteina expresada, respectivamente. Este hecho ocurria de igual modo
en las plantas transgénicas que expresaban la quitinasa CHIT42 de 7. harzianum
(Garcia, 1997, Tesis Doctoral).
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2. EXPRESION SIMULTANEA DE LAS QUITINASAS CHIT33 Y CHIT42 EN
PLANTAS DE TABACO. OBTENCION DE PLANTAS psCHIT33x42

Trabajos previos han demostrado que la expresion simultinea de diferentes
proteinas implicadas en el micoparasitismo, puede potenciar la resistencia de una
determinada especie frente a enfermedades producidas por hongos fitopatogenos. Tal es
el caso de la coexpresion en tabaco de una quitinasa basica de arroz y una glucanasa
acida de alfalfa, que incrementa de forma sinérgica la resistencia frente al patogeno
Cercospora nicotianae (Zhu et al., 1994).

Se han descrito numerosos casos de sinergismo en diferentes proteinas
implicadas en el micoparasitismo. En Trichoderma harzianum se ha demostrado
sinergia de enzimas hidroliticas y de éstas con antibidticos y fungicidas de origen
quimico (Ahmad y Baker, 1987, Monte, 2001). En concreto, las quitinasas CHIT33,
CHIT37 y CHIT42 actian sinérgicamente, in vitro, cuando se incuban frente a una
suspension de paredes celulares purificadas de B. cinerea (de la Cruz et al., 1992).

Considerando estos resultados, se procedié a obtener plantas transgénicas de
tabaco que coexpresaran las quitinasas CHIT33 y CHIT42, con el proposito de
determinar la existencia de sinergia entre ambas enzimas y su efecto sobre la resistencia
de la planta frente a diversos fitopatogenos.

2.1. POLINIZACION DE PLANTAS psCHIT33. OBTENCION DE LA F,

Las plantas parentales utilizadas se seleccionaron en base a la actividad quitinasa
y la resistencia frente a R. solani. Como portadora del gen chit42, se escogi6 la linea
psCHIT42.2, que contiene una copia del gen, presenta niveles altos de actividad
quitinasa y una resistencia notable al patégeno (Garcia, 1997, Tesis Doctoral).

Como parental portadora del gen chir33, se escogié la linea psCHIT33.5, que
presentaba una copia del transgen en el genomio (Cubero, 1997, datos no publicados) y
un elevado nivel de actividad quitinasa (Figura I1.10).

El polen obtenido a partir de las flores de la planta psCHIT33, se recogi6 para
ser depositado posteriormente sobre los pistilos de la planta parental psCHIT42, a la que
previamente se les habia cortado los estambres, para evitar la posible autofecundacion.
Tras la deposicion del polen, la flor se protegié con una cubierta transparente.

2.2. ANALISIS NORTHERN DE LAS LINEAS TRANSGENICAS

Las semillas obtenidas de la planta parental psCHIT42.2 fecundada con el polen
de la linea psCHIT33.5, constituian la Fo del cruce. Para comprobar si el proceso de
cruzamiento se habia desarrollado con éxito, se germinaron semillas en medio selectivo
con kanamicina (apartado 24 de Materiales y Meétodos). De las plantulas
independientes seleccionadas, se obtuvo RNA a partir de las hojas, y se analiz6 por
northern la expresion de ambas quitinasas (Figura I1.11). Las plantas que resultaron
positivas se seleccionaron para la realizacion de los ensayos descritos en los apartados
3.1y 3.2 de este capitulo, asi como para la posterior obtencion de semillas.
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psCHIT33x42

Binl9 ps42.2 2 3 4 S5 6 7 8 9 10 ps33.5

chit42

Figura IL11 Northern de las plantas cruce. Como control negativo se utiliza la linea
portadora del vector vacio Binl9. Como control positivo para la hibridaciéon con los genes
chit42 y chit33 de 1. harzianum, se utilizan las lineas parentales psCHIT42.2 y psCHIT33.5. El
control de carga se realiza utilizando como sonda el DNA correspondiente al RNA ribosémico
18 S de rabano.

Como muestra la Figura I1.11, no todas las plantas de la F, del cruce portan el
gen chit33. El cruce dihibrido para dos caracteres presentes en homocigosis y
heterocigosis, respectivamente, da lugar a plantas que portan ambas quitinasas y plantas
que solo portan la CHIT42 (procedentes del parental homocigoto), en una proporcion
genotipica y fenotipica de 1:1.

Los niveles de expresion de las quitinasas en las plantas cruce no se ven
afectados con respecto a los parentales. Para el analisis funcional se seleccionaron las
lineas psCHIT33x42.2, psCHIT33x42.5, psCHIT33x42.6 y psCHIT33x42.7, que
coexpresaban las dos quitinasas.

3. ANALISIS FUNCIONAL DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS psCHIT42,
psCHIT33 Y psCHIT33x42

Como se menciond en el apartado 4 de la Introduccién II, se han realizado
numerosos estudios con el objetivo de obtener plantas mas resistentes a condiciones
bidticas y abioticas adversas (Apse & Blumwald, 2002; Garg et al., 2002; Laugé & De
Wit, 1998; Roxas ef al., 2000; Schiitzendiibel & Polle, 2002; Shi ef al., 2003).

Plantas mas resistentes a estrés abidtico se han conseguido introduciendo genes
homologos y heterdlogos que codifican enzimas hidroliticas, como quitinasas y
glucanasas, entre otras (Alexander et al., 1993; Bolar et al., 2001; Jach et al., 1995;
Lorito er al., 1998; Zhu et al., 1994), y combinaciones de genes Avr y R que producen
interacciones incompatibles, manteniendo de este modo activados los mecanismos de
defensa (Laugé & De Wit, 1998).

La homologia existente a nivel de la proteina CHIT33 con otras quitinasas
vegetales (Limén et al., 1995), contribuiria a reforzar la bateria enzimatica de defensa
propia de la planta. Sobre la proteina CHIT42, aunque no presenta homologia con las
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quitinasas vegetales, se propuso en trabajos anteriores que contribuia a la liberacion de
elicitores en las etapas tempranas de la infeccion, activando los mecanismos de defensa
de la planta (Lorito et al., 1998).

Ademas de incrementar la bateria hidrolitica endégena de la planta, la presencia
de enzimas de origen fungico podria contribuir a la activacion de los mecanismos de
defensa de ésta. Este hecho ya ha sido descrito en el caso de una xilanasa TvX de T.
viride, los mecanismos de defensa de la planta se activan debido a una posible
interaccion de la proteina con un receptor de la célula vegetal, que la reconoce como
enzima exdgena procedente de otro organismo (Avni ef al., 1994; Sharon ef al., 1993,
Yamamoto ef al., 1999).

El reciente descubrimiento de la interconexién entre las rutas de respuesta a
estrés bidtico y abiotico (Ellis & Turner. 2001; Maleck & Dietrich, 1999; Kizis et al.
2001; Schenk et al., 2000; Singh et al., 2002; Zhang & Klessig, 2001; Zhu, 2001),
condujo realizar ensayos de resistencia de distinta naturaleza, utilizando las diferentes
lineas transgénicas obtenidas en el laboratorio. En la Tabla 11.6, se esquematizan las
diferentes lineas transgénicas seleccionadas para realizar el andlisis funcional. Cada
linea se llevo por duplicado, en el caso de las plantas control se analizaron 4 plantas
independientes. Los resultados obtenidos con plantas silvestres de tabaco coinciden con
los obtenidos con las plantas transformadas con el plasmido vacio (Bin19), por lo que
s6lo se refieren estos ultimos.

Lineas control | psCHIT42 psCHIT33 psCHIT33x42
Linea silvestre | psCHIT42.1.1 | psCHIT33.4.1 | psCHIT33x42.2
Binl9.1 psCHIT42.1.2 | psCHIT33.4.2 | psCHIT33x42.5
Binl9.2 psCHIT42.2.1 | psCHIT33.5.1 | psCHIT33x42.6
Bin19.3 psCHIT42.2.2 | psCHIT33.5.2 | psCHIT33x42.7
Bin19.4 psCHIT42.3.1 | psCHIT33.9.1

psCHIT42.3.2 | psCHIT33.9.2

psCHIT42.4.1 | psCHIT33.10.1

psCHIT42.4.2 | psCHIT33.10.2

Tabla IL6. Lineas seleccionadas de plantas psCHIT42, psCHIT33 y psCHIT33x42, para
los ensayos de estrés abibtico y bidtico
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3.1. ENSAYOS DE RESISTENCIA FRENTE A ESTRES BIOTICO
3.1.1. Ensayos de resistencia de germinulas frente al hongo fitopatégeno R. solani

El hongo R. solani infecta las raices de las plantas de la familia Solanaceae,
produciendo la enfermedad denominada podredumbre del cuello de la raiz.

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que las plantas
portadoras de la quitinasa CHIT42 de 7. harzianum CECT 2413, son mas resistentes al
hongo fitopatégeno R. solani tanto a nivel de germinula como de planta adulta (Garcia,
1997, Tesis Doctoral; Lorito et al., 1998). Basandonos en estos trabajos, los ensayos se
llevaron a cabo como se describe en el apartado 20.3.1 de Materiales y Métodos.

La Figura I1.12 muestra que el grado de infeccion y el numero de germinulas
infectadas por Rhizoctonia es mayor en las plantas control que en las lineas transgénicas
psCHIT33. La evaluacion de los dafios se efectud a los 7 dias de incubacion con el
patégeno. Los datos globales, referidos a los porcentajes de supervivencia, se analizaron
estadisticamente con un nivel de significacién de P<0.01 (Tabla I1.7).

A

Figura IL12. Efecto generado por R. solani en dos lineas transgénicas: A, linea control
Bin19, portadora del vector vacio; y B, linea perteneciente a las plantas psCHIT33.

Linea transgénica ensayada % de supervivencia

Bin19 39.625 +3.375
psCHIT42 56.767 + 8.500
psCHIT33 81.005 + 1.705
psCHIT33x42 64.580 +4.330

Tabla IL7. Porcentaje de supervivencia de las germinulas frente a R. solani. Las diferencias
significativas se detallan considerando un nivel de significaciéon de de P<0.01.
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Como muestra la Tabla I1.7, las lineas transgénicas portadoras de la quitinasa
CHIT33 de 7. harzianum presentan un mayor porcentaje de supervivencia frente al
fitopatogeno R. solani que las plantas control. Los porcentajes de supervivencia
obtenidos con las germinulas psCHIT42 coinciden con los obtenidos previamente en
nuestro laboratorio (Garcia, 1997, Tesis Doctoral).

Las plantas psCHIT33 presentan mayor tasa de supervivencia, seguida de las
plantas psCHIT42. Las plantas cruce, psCHIT33x42, muestran una tasa de
supervivencia intermedia, indicando que estas quitinasas no actiian sinérgicamente en la
planta, en contraposicion al efecto descrito en los ensayos in vitro (de la Cruz et al.,
1992). A diferencia de otros casos en los que se ha mostrado una mayor resistencia al
coexpresar enzimas que intervienen en el micoparasitismo (Bolar et al., 2001; Zhu et
al., 1994), estos resultados indican que la presencia de la quitinasa CHIT42 influye
negativamente sobre el efecto producido por la CHIT33, probablemente debido a
competencia por algun sustrato ente ambas enzimas que limita su actividad.

3.1.2. Ensayos de resistencia de plantas adultas frente a la bacteria fitopatégena P.
syringae pv tabaci

El incremento en las tasas de supervivencia frente a R. solani, concuerda con los
resultados obtenidos al introducir genes de quitinasas de Trichoderma en plantas de
tabaco, patata y fresa (Lorito ez al., 1998; Yubero-Serrano et al., 2002).

Los estudios realizados con plantas transgénicas psCHIT42 de tabaco, mostraron
la ausencia de correlacion entre los niveles de actividad enzimatica y la mayor o menor
resistencia de la planta frente al patogeno R. solani (Garcia, 1997, Tesis Doctoral). La
hipdtesis propuesta para explicar estos resultados fue la liberacion de elicitores, por la
actividad quitinasa, a partir de las paredes celulares del organismo invasor en las etapas
tempranas de la infeccion (Lorito ez al., 1998).

El hecho de que algunas lineas transgénicas no infectadas por patogenos
presentaran niveles elevados de expresion de genes PR, como PR1a y PR3, sugeria una
mayor resistencia basal a las infecciones potenciales. Este suceso, apoyado por la
interconexion existente entre las distintas rutas de respuesta a patégeno (Maleck &
Dietrich, 1999; Singh er al., 2002), condujo a plantear si el tabaco portador de las
quitinasas era igualmente resistente a fitopatogenos de distinta naturaleza.

La mayor resistencia de las plantas transgénicas psCHIT33, psCHIT42 y
psCHIT33x42, podria deberse a una activacion de los mecanismos de respuesta a estrés
general mas que a la actividad enzimatica de las hidrolasas. Podrian mostrar, por tanto,
mayor tolerancia y resistencia a patogenos de diversa naturaleza, como la bacteria P.
syringae pv tabaci, carente de quitina, asi como a otros tipos de estrés.

La bacteria fitopatogena P. syringae pv tabaci, provoca la apariciéon de la
respuesta hipersensible en el tabaco y, por consiguiente, la formacién de tejido
necrosado. Numerosos trabajos describen ensayos de resistencia a patogenos inoculados
en plantas mejoradas genéticamente (Alonso et al., 1995; Miguel et al., 2000). En
nuestro caso, se plante6 el siguiente modelo experimental para analizar funcionalmente
las diferentes lineas portadoras de las quitinasas (Figura I1.13).
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Actividad peroxidasa
PR-1a

Figura IL13. Disefio experimental
. realizado en las plantas de tabaco
10" cfu/ml frente a P. syringae pv tabaci

10° cfu/ml

Como se describe en el apartado 20.1 de Materiales y Meétodos, las Elantas
seleccionadas se inocularon con dos concentraciones diferentes del patégeno, 10° y 10°
cfu/ml, siendo esta tiltima la que originaba una respuesta hipersensible clara en la hoja.
Como control se inyecto el tampon en el que se prepararon las distintas soluciones de
bacterias (10 mM de MgSO;). Se tomaron muestras antes de inocular y transcurridas 24
y 48 h después de la inoculacion del patogeno. Los discos de hojas obtenidos a partir de
las zonas de infeccion se utilizaron para analizar el tiempo de permanencia del patégeno
en la planta y la actividad peroxidasa presente en el tejido vegetal (apartados 20.2y 17.4
+ de Materiales y Métodos). El extremo de la hoja se utilizé para la obtencion de mRNA y
el analisis de la expresion de diferentes genes PR. De igual modo, se realizé un
' seguimiento de la formacién del 4rea necrética en la zona de inyeccién del patégeno.

Solo el inbéculo con la concentracién mas elevada de patdégeno provocd el
desarrollo de la respuesta hipersensible en la planta, por lo que se hace referencia
unicamente a esa condicion en el analisis funcional descrito a continuacion.

3.1.2.1. Permanencia del patégeno en la planta

Previamente a la infeccion con Pseudomonas, se analizo la existencia de otros
microorganismos en el tejido foliar (apartado 20.2 de Materiales y Métodos). En la
Figura I1.14 se puede comprobar la ausencia de estos.

El margen de error obtenido en los recuentos a 24 h no permite afirmar
categéricamente que las lineas transgénicas respondan mejor que las plantas control,
aunque los niveles medios parecen indicar que las plantas psCHIT42 y las cruce
presentan una permanencia del patégeno por debajo de las plantas control Binl9.
Aunque el error existente a 48 h también resulte elevado, si se halla una diferencia
significativa con respecto a las plantas control, fundamentalmente en las plantas
psCHIT33x42.

158



Resultados 11

pschit42
pschit33
schit33xchit42
in19
1,6104
cfu* 10%/ml
1104
5000
e
0 24 48

Tiempo (h)

Figura IL14. Permanencia de P. syringae pv tabaci en el tejido foliar. La permanencia se
estudia con respecto al inéculo de concentracién 10 cfu/ml.

La variabilidad probablemente se deba a la diferencia entre los grados de
necrosis presente en las distintas muestras analizadas de la misma linea, lo que puede
afectar a la viabilidad del patégeno.

3.1.2.2. Cinética de la actividad peroxidasa

Los niveles de actividad peroxidasa medidos corresponden a enzimas implicadas
en el reforzamiento de la pared celular de la planta (apartados 2.123 y 2.1.4 de
Introduccion IT), que pueden utilizar el guayacol como donador de electrones (revisado
por Hammond-Kosack & Jones, 1996; Mittler et al., 1999a; Yoshida et al., 2003).

En primer lugar se analizé la actividad basal, previa a la infeccién, de las
distintas lineas transgénicas y se comprobé que presentaban niveles significativamente
superiores al los encontrados en las plantas Bin19 (Figura I1.15). Este resultado sugiere
que la planta se halla en un estado de mayor alerta al mantener activo uno de sus
mecanismos de defensa, como es el reforzamiento de la pared celular, lo cual supone un
incremento en la barrera fisica para la entrada de patogenos.

159



Resultados 11

pschit42

pschit33
schit33xchit42
in19

POX (U/mg prot)

Figura IL15. Cinética de la actividad peroxidasa de las lineas psCHIT33, psCHIT42,
psCHIT33x42 y Binl9

. Los niveles basales de actividad peroxidasa son mas elevados en las plantas

. transgénicas que en las control, lo cual podria conferir mayor resistencia frente a un
estrés bidtico e incluso abidtico. Al cabo de las 24 h se mantienen las diferencias de
actividad entre las distintas lineas transgénicas, pero a 48 horas, los niveles aumentan y
dejan de ser significativamente diferentes. Entre las diferencias detectadas cabe sefialar
que los niveles de actividad peroxidasa mas elevados corresponden a las plantas
psCHIT33, lo que explicaria su mayor resistencia frente a los patdgenos ensayados
(Tabla IL.7). La variabilidad existente en el fultimo punto de la cinética (48h)
probablemente se deba, de nuevo, al estado necrosado del tejido, que puede alterar la
integridad de las proteinas y por consiguiente la cuantificaciéon efectuada para la
realizacion de los ensayos enzimaticos.

Los resultados sugieren que el poseer un nivel basal de actividad enziméatica
superior al control, puede ser un factor importante en la mejora de la respuesta por parte
de la planta.

Resulta de interés el analisis de aquellos marcadores implicados en la defensa
que son regulados por el acido salicilico. Este constituye un mensajero esencial en la
respuesta a patogenos y estd estrechamente relacionado con el incremento de la
produccién de formas ROS, ya que inhibe a las enzimas que intervienen en la
detoxificacion de éstas (Bi er al., 1995; Durner & Klessig, 1995; Mittler et al., 1999b;
Takahasi et al., 1997). Cabe destacar que el SA no ejerce un efecto inhibitorio sobre las
guayacol peroxidasas o peroxidasas anionicas, como ya se menciond con anterioridad
(apartado 2.1.2.2 de Introduccidn II;, Durner & Klessig, 1995). Las peroxidasas son,
entre otras, las enzimas encargadas de detoxificar las formas reactivas de oxigeno o
formas ROS, que se originan tras un dafio bi6tico y abiético en la planta (Yoshida ef al.,
2003; apartado 2.1.4 de Introduccién II). Hasta el momento, la manipulacién de las
formas ROS ha constituido uno de los frentes abarcados en la mejora genética de
plantas en los programas de biocontrol (Amaya er al., 1999; Roxas ef al., 2000; Veena
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et al., 1999; Yun et al., 2000). De hecho, la presencia de niveles subletales de formas
activas de oxigeno resulta en una mejora en la resistencia del tabaco ante un estrés
biético (Chamnongpol et al., 1998).

3.1.2.3. Expresion de genes de respuesta a patogeno (PR)

Los mecanismos de defensa frente a patégenos implican la sintesis de 4acido
salicilico y su actuacién como molécula mensajera (Klessig et al., 2000). El SA
contribuye indirectamente al reforzamiento de las barreras fisicas de entrada de
patogenos en la planta, al no inhibir a las enzimas responsables de tal reforzamiento e
incrementar la concentracién de determinadas formas ROS, que sirven de sustrato para
los procesos de lignificacion (Bi et al., 1995; Dumner & Klessig, 1995; Mittler ef al.,
1999b; Takahasi er al., 1997). Ademas, el SA ejerce un efecto regulador sobre la
expresion génica al activar genes, entre ellos los que codifican proteinas PR (Apartado
2.1.2.5 de Introduccion II, Park et al., 2001; Singh et al., 2002).

Por ello, se ha analizado la expresion basal de algunos de los genes que
codifican estas proteinas PR, asi como su cinética a lo largo del desarrollo de la
respuesta hipersensible (Figura I1.16). Uno de los marcadores més utilizados por su alta
expresion tras la infeccion de un patégeno es la proteina PR-la, cuya funcidn se
desconoce hasta el momento (Buchel er al., 1999; Kim er al., 2001; Maleck & Dietrich,
1999).

Algunas de las plantas analizadas muestran niveles basales de PRla
considerables, como la linea psCHIT33.10 y las lineas cruce psCHIT33x42.5 y
psCHIT33x42.7. Hay que resaltar que estas mismas lineas presentaban también
mayores niveles basales de actividad peroxidasa (Figura I1.15). Las lineas portadoras de
ambas quitinasas presentan niveles basales de expresién elevados con respecto a las
parentales, lo que sugiere que quizas la coexpresion de las quitinasas esté estresando
excesivamente a la planta, aunque esta no presente cambios morfologicos ni en el patrén
de crecimiento vegetativo; ni muestre una respuesta significativamente mejorada frente
a los fitopatdgenos usados, probablemente por que el sistema de defensa se halle
saturado en la planta o porque exista competencia entre las dos enzimas.

A las 48 h la expresion de PR1a es tan fuerte como la inducida con una solucién
de salicilico aplicada directamente a través del peciolo (SP). La cinética de acumulacion
del mRNA de PR1a de las plantas transgénicas es mas rapida que la presentada por las
plantas control Binl9. Este nuevo resultado apoyaria los datos relativos a los
porcentajes de supervivencia frente a R. solani obtenidos en las plantas transgénicas
respecto a las plantas control (Tabla 11.7).

Se analizé asimismo la expresion de los genes PR-3 y PR-5, que codifican una
quitinasa con actividad antifingica y una osmotina respectivamente, y ¢l gen de una
peroxidasa acidica (Stintzi ef al., 1993). Los niveles basales de expresion del gen
correspondiente a la peroxidasa eran elevados tanto en plantas transgénicas como en
plantas control no infectadas (Figura I1.16), hecho descrito anteriormente para la PR-2 y
la PR-5 en Arabidopsis (Maleck & Dietrich, 1999). No se observaron diferencias
significativas en la expresion de los genes correspondientes a las PR-3 y PR-5 con
respecto a las lineas control Bin19 (Figura 11.16).
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' Figura IL16. Cinética de la expresion de los genes correspondientes a las proteinas PR. Las
muestras analizadas se extrajeron a partir de hojas de tabaco a distintos tiempos: 0 h, que se
refiere al momento previo a la infeccién con el patogeno; y 24 y 48 h, posteriores a la
inoculacion de P. syringae pv tabaci. Las muestras procedian de distintas lineas transgénicas
portadoras de la CHIT42 y de la CHIT33 de 7. harzianum CECT 2413: psCHIT42.1.1;
psCHIT42.2.1 y psCHIT33.5.1, destacadas en color rosa por ser los parentales utilizados en la
obtencién de las plantas cruce; y psCHIT33.10.1. A la derecha se muestra la cinética de las
lineas cruce, seleccionadas para el anilisis funcional, portadoras de las dos quitinasas de
Trichoderma: psCHIT33x42.5, psCHIT33x42.6 y psCHIT33x42.7. Como control negativo se
emplea la linea portadora del vector vacio, Bin19. Como control positivo se incluye una muestra
procedente de hojas de tabaco tratadas con SA, a nivel del peciolo (SP). Las sondas utilizadas
fueron las correspondientes a los genes que codifican para las proteinas PR-1a, peroxidasa, PR-
3 (quitinasa de tabaco) y PR-5 (osmotina) [Novartis]. La carga se cuantificé hibridando las
muestras con el DNA correspondiente al RNA 18 S de rabano.

3.1.2.4. Desarrollo del drea necrotica en la zona de infeccion

El 4rea necrética generada en la respuesta hipersensible responde a un programa
de muerte celular distinto al que ocurre en la senescencia (Bonas & Lahaye, 2002;
Pontier et al., 1999); el hecho de que algunas moléculas marcadoras participen en
ambos procesos, indica la posible interconexién entre sus rutas de sefializacion
(Tronchet er al., 2001). Las células que entran en el programa de muerte celular
correspondiente a la HR, parecen emitir sefiales a las células vecinas que provocan su
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senescencia, constituyendo probablemente una segunda barrera que entorpece la entrada
del patogeno al tejido colindante (Pontier et al., 1999).

La aparicion de la mancha necrética se desarrolla rapidamente alrededor del sitio
de infeccidén, pues la activacion de los mecanismos que la desencadenan se da en
cuestion de horas (Bolwell er al., 2002; Hiickelhoven & Kogel, 2003).

En la Figura I1.17 se muestra la formacién del area necrética caracteristica de la
HR en las distintas lineas transgénicas. Claramente se aprecia que el desarrollo de la
necrosis en las plantas portadoras de las quitinasas de 7. harzianum es
considerablemente menor que el detectado en las plantas Binl9. Este resultado
concuerda con los niveles basales y la cinética correspondiente a la actividad peroxidasa
detectados en las plantas transgénicas con respecto a las control (Figura 11.15). El
mantener activo el reforzamiento de la pared celular de forma previa a la infeccion y el
inducirse de forma mas rapida tras la infeccién, supone una dificultad mayor para la
entrada y desarrollo del patégeno.

Las lineas portadoras de las quitinasas presentan un comportamiento méas
resistente frente a los fitopatégenos analizados, gracias a que cuentan con mecanismos
de defensa que se hallan activados de forma previa a la infeccion. Por un lado se
obstaculiza la entrada y la posterior propagacion del patogeno, gracias al reforzamiento
activo de la pared celular vegetal generado por las peroxidasas, cuyos niveles basales
son mas elevados y cuya cinética de induccion resulta superior a la de los controles
(Figura IL15). Por otro, se responde de forma mas rapida que el control a otros
mecanismos implicados en defensa, como la sintesis de proteinas PR-1a (Figura I1.16).

psCHIT42 psCHIT33

psCHIT33x42 Binl9

Figura IL.17. Desarrollo del Area necrética tipica de la respuesta hipersensible en tabaco
por el patégeno P. syringae pv tabaci. Las imagenes mostradas corresponden a 48 h después
de la inoculacion del patogeno en la hoja.
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3.2. ENSAYOS DE RESISTENCIA A ESTRES ABIOTICO
3.2.1. Ensayos de resistencia a estrés salino

El dafio generado por el estrés salino es el sumatorio de los efectos provocados
por la alteracion del equilibrio osmético celular, la toxicidad iénica y la interferencia en
el transporte i6nico con la consiguiente limitacion de la disponibilidad de otros iones,
especialmente el K* (Apartado 2.2.2 de Introduccion II; Serrano & Rodriguez Navarro,
2001; Zhu, 2001a). Ademas, el estrés salino produce un dafio oxidativo que genera
formas activas de oxigeno. La produccion de formas ROS constituye uno de los efectos
mds comunes causados por el estrés abidtico en las plantas (Polle & Renneberg, 1993;
Venisse et al., 2001).

La presencia de niveles altos de actividad peroxidasa en las lineas transgénicas
de tabaco que sobreexpresan los genes chit42 y chit33 de T. harzianum, sugiere que la
capacidad de detoxificacion de las formas ROS podria estar potenciada en estas plantas
(Figura I1.15, Figura I1.16). Estas lineas presentan ademas niveles elevados de expresion
de proteinas de respuesta a patogeno, como la PR-1a (Figura I1.16), cuyo patrén indica
que los mecanismos de defensa se hallan activos en la planta no infectada y que la
respuesta frente al patogeno es mas rapida.

Estos resultados condujeron a analizar la respuesta frente a estreses abidticos
teniendo en cuenta la interconexion de rutas de transduccion de sefiales entre los
distintos tipos de estreses (Ellis & Turner. 2001; Maleck & Dietrich, 1999; Schenk et
al., 2000; Singh ez al., 2002).

Para comprobar si las lineas transgénicas portadoras de las quitinasas de T
harzianum presentaban mayor tolerancia frente al estrés salino y osmético, se realizaron
ensayos de resistencia in vitro frente a una concentracion elevada de NaCl (256 mM),
testada para el tabaco previamente en nuestro laboratorio (Luna, 1995, Tesis Doctoral);
y a las concentraciones 400 mM y 800 mM de sorbitol, que es un agente promotor de
estrés osmatico. Los ensayos se efectuaron en base a trabajos previos, que analizaban la
tolerancia de plantas mejoradas genéticamente, mediante la expresion de marcadores
especificos de esta respuesta y la valoracion de los dafios causados (Hoyos & Zhang,
2000; Veena et al., 1999).

Las germinulas de las lineas transgénicas psCHIT33, psCHIT42 y psCHIT33x42
se dispusieron sobre un medio con agarosa-NaCl y agarosa-sorbitol, tal y como se
describe en el apartado 20.3.2 de Materiales y Métodos. La evaluacion de los dafios
bajo estas condiciones se realiz6 a la semana del cultivo in vitro. Respecto al sorbitol,
las concentraciones utilizadas no fueron adecuadas para estos ensayos, ya que la
concentracion 400 mM no afectaba el crecimiento de las plantulas, o bien la
concentracion mayor de 800 mM afectaba dramaticamente a todas ellas. Por ello, se
habran de considerar concentraciones intermedias para la puesta a punto de ensayos
futuros. '
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Figura 1118, Daiio generado por el esirés salino (256 mM de NaCl) sobre las germinulas
de las plantas psCHIT33, psCHIT42, psCHIT33x42 y plantas control Bin19

En la resistencia frente al estrés salino, existen diferencias significativas (nivel
de significacion P< 0.05) en cuanto a la tasa de mortandad de las plantas Binl9 con
respecto a cada una de las lineas transgénicas portadoras de las quitinasas (Figura 11.18).
Las plantas cruce presentan un patréon de comportamiento similar al de las plantas
psCHIT33, pues presentan un 3.3% y un 2.0% de mortandad, respectivamente, frente al
81.6% que muestran las plantas control. Las plantas psCHIT42 presentan un 42.0% de
germinulas muertas, por lo que son las que menos reducen el dafio con respecto a las
plantas Bin19.

En cuanto a la tasa de supervivencia, las plantas psCHIT33 y las psCHIT33x42
muestran una diferencia clara con respecto a las control y las psCHIT42. La tolerancia
mayor, corresponde a las plantas psCHIT33, lo que concuerda con la resistencia
presentada frente a Rhizoctonia (Tabla I1.7), con un 66.0% de germinulas sanas frente a
un 3.3% de las lineas Binl9. Las plantas psCHIT33 mostraban, niveles basales de
actividad peroxidasa mayores a los hallados en las plantas control Binl9 (Figura I1.15),
lo que podria permitirles utilizar dindmicamente las formas ROS, generadas en este tipo
de estrés, en la lignificacién de la pared celular vegetal, contribuyendo la eliminacion de
éstas (Mittler, 2002).

En el grupo de las plantas parcialmente afectadas, que muestran dafio en uno o
en ambos cotiledones sin llegar a la muerte de la germinula, las psCHIT33x42 son las
que muestran mayor representacion.

Se podria concluir que la plantas psCHIT33 son las que toleran mejor el estrés
salino in vitro, puesto que muestran la mayor tasa de supervivencia, junto a una tasa
muy baja de mortandad, que se puede equiparar a la de las plantas cruce. Las
psCHIT33x42, en cambio, no presentan un porcentaje de supervivencia tan elevado
como las psCHIT33, pero son las que mejor toleran de forma media la presencia de sal.
Las plantas psCHIT42 son mas resistentes al estrés salino que las plantas control pero el
porcentaje de supervivencia es menor que el de las plantas psCHIT33 y psCHIT33x42.
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La Figura II.19, muestra el resultado de la supervivencia frente al estrés salino,
de las diferentes plantas transgénicas.

Figura IL19. Ensayo de resistencia frente al estrés salino. La figura muestra el efecto del
estrés salino (256 mM de NaCl), sobre las germinulas de las plantas transgénicas de tabaco. La
evaluacion de los dafios se efectué a los 7 dias de incubacion. Las plantulas pertenecen a las
lineas: A, control Bin19; B psCHIT33.10.1; C, psCHIT33x42.2; y D, psCHIT42.2.1.

Los resultados muestran un cierto paralelismo con los obtenidos en los ensayos
de estrés biotico, Figura I1.15 (actividad peroxidasa) y Tabla I1.7 (supervivencia frente a
R. solani). La mayor tolerancia al estrés salino de las plantas transgénicas, refuerza y
apoya los estudios previos que demuestran la interconexién entre las rutas de respuesta
al estrés bidtico y abidtico, y entre los diferentes tipos de estrés de tipo bidtico entre si
(Maleck & Dietrich, 1999; Singh et al., 2002).

El hecho de que las plantas psCHIT33 presenten mayor tolerancia a los estreses
ensayados que el resto de las lineas transgénicas, sugiere que la homologia de la
proteina CHIT33 con las quitinasas vegetales pueda ejercer un efecto positivo sobre los
mecanismos de defensa de la planta, ademas de ser reconocida como molécula de origen
fangico que elicite una respuesta, como podria ocurrir en el caso de la CHIT42.

La tolerancia de las plantas transgénicas a dafios de diferente naturaleza, sugiere
que el mecanismo de activacion y de accion ejercido por estas quitinasas se halla en las
primeras etapas de la ruta de transduccién de sefiales, tras las que se activan los
diferentes mecanismos de respuesta a estrés.
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Los resultados obtenidos en las lineas cruce manifiestan de nuevo la ausencia de
un efecto sinérgico entre las dos quitinasas en la planta, aunque cuenten con tasas de
supervivencia mds proximas a las del parental portador de la CHIT33 (Figura I1.19). La
coexpresion de ambas enzimas probablemente genere una competencia entre ambas

3.2.2. Ensayos de resistencia a metales pesados

Como se menciond en el apartado 2.2.1 de la Infroduccion I1, el estrés generado
por los metales pesados produce principalmente un dafio oxidativo en la célula, debido a
un incremento de las formas activas de oxigeno, produciendo, entre otros, dafios
genotoxicos y modificaciones de grupos funcionales de las proteinas, afectando a la
estructura de éstas (Briat & Lebrun, 1999; Schiitzendiibel & Polle, 2002).

La célula cuenta con mecanismos naturales de detoxificacion que van desde la
eliminacion de las formas ROS, presentes en el estrés bidtico y abidtico (Venisse et al.,
2001), hasta el almacenamiento y compartimentacion de los metales (Harrison ef al.,
1996; Tabata et al., 1997, Wink, 1993). Las peroxidasas y las catalasas son las enzimas
encargadas de la reduccién del estrés oxidativo en la célula (apartado 2.1.2.2 y 2.1.4 de
Introduccion II, Yoshida et al., 2003).

Las plantas transgénicas portadoras de las quitinasas de Trichoderma presentan
niveles elevados de actividad peroxidasa y una cinética de induccién mas pronunciada
que las plantas control (Figura I1.15), lo que sugiere una mayor tolerancia al dafio téxico
generado por la respuesta hipersensible ante la presencia de un patégeno, o al generado
por estrés abidtico, como el salino o el producido por los metales pesados.

Estas plantas transgénicas podrian presentar mayor tolerancia a dafios de diversa
naturaleza, ya que muestran activos marcadores, que son importantes en el desarrollo de
la HR y en la detoxificacién de formas ROS (Apartados 3.1 y 3.2.1 de Resultados II).
Para confirmar esta hipétesis, se efectuaron ensayos de resistencia frente a los metales
cadmio y cobre, como se describe en el apartado 20.3.2 de Materiales y Métodos,
teniendo en cuenta las condiciones puestas a punto en trabajos previos (Berna &
Bernier, 1999; Oberschall et al., 2000; Veena et al., 1999).

La evaluacion de los dafios se llevo a cabo de forma similar a la del estrés salino.
Se determiné el porcentaje de supervivencia de la plantula, distinguiendo por una parte
las que no presentaban ningtn dafio; las parcialmente dafiadas, que presentaban dafios
en uno de los cotiledones o en los dos; y las totalmente dafiadas o muertas, que
presentaban maceracion, clorosis o necrosis de los tejidos en la plantula completa
(Figura I1.20).

En los ensayos frente al cadmio (Figura 11.20A), hay diferencias significativas
(P<0.05) tanto en el porcentaje de germinulas muertas de las plantas control respecto a
cada una de las lineas portadoras de las quitinasas, por un lado; y, por otro, en el
porcentaje de germinulas totalmente sanas de las plantas control con respecto a las
plantas psCHIT33, psCHIT42 y psCHIT33x42. Las plantas BinB, muestran un valor
medio de mortandad del 71.2 %, frente a un 15.0 % hallado en las plantas psCHIT42,
un 18.0% en las plantas psCHIT33 y un 25.0% en las plantas cruce. No se puede, en
cambio, establecer una diferencia entre las diferentes plantas transgénicas.

Las plantas Bin19 muestran, asimismo, diferencias significativas con respecto a
la supervivencia del resto de germinulas. El valor medio de las plantas psCHIT42, las
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sitha en las de mayor supervivencia, con un 53.7% frente al 5.0% hallado en las plantas
control.

A
M Binio
0 psCHIT42
B oscHIT33x42
100r W psCHIT33
Porcentaje
(%)
P b ».a ~ P N
Ty - . P T~ -~
No afectadas Parcialmente Mouertas
afectadas
B
Bin19
E psCHIT42
100 Bl psCHIT33x42
B oscHT33
80
Porcentaje  gp
(%)
40
20
b =
< = SR Spies HAR) o
No afectadas Parcialmente Muertas
afectadas

Figura IL20. Daiio generado por metales pesados (300 pM) sobre las germinulas de tabaco
portadoras de las quitinasas y control (Bin19). A, efecto generado por el cadmio. B, efecto
generado por el cobre.
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Respecto al cobre (Figura I1.20B), las diferencias significativas (P< 0.05) entre
las plantas control y el resto de lineas pueden establecerse entre los porcentajes de
mortandad, los de dafio parcial y los de supervivencia.

Las plantas Bin19 presentan una tasa de mortandad del 91.6%, frente al 19.0%
que presentan las plantas psCHIT42, al 1.6% que presentan las plantas cruce y al 1.0%
de las plantas psCHIT33. Se hallaba un comportamiento parecido en el porcentaje frente
a NaCl (Figura I1.18), donde la tasa correspondiente a las plantas cruce se asemejaba
mucho a la de las psCHIT33.

Las plantas psCHIT33 presentan la mayor tasa de supervivencia con respecto al
control, mostrando un 53.3% frente a un 8.3 %, respectivamente.

El cobre genera un efecto drastico sobre el tabaco, provocando directamente la
muerte de la germinula control. Las plantas portadoras de las quitinasas presentan
mayor supervivencia y menor mortandad que las control, por lo que parece existir
mayor tolerancia frente a este metal.

La Figura I1.21 muestra el efecto del cobre y el cadmio sobre las plantulas
portadoras de las quitinasas de 7richoderma. El dafio producido por el cadmio es mas
evidente que el del cobre, debido a que la clorosis que sufre el tejido vegetal es mas
clara en el primero de los casos.

Bin19 psCHIT33

psCHIT33x42
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B
Bin19 psCHIT33
psCHIT42 psCHIT33x42

Figura 1L21. Efecto de los metales pesados sobre las distintas lineas transgénicas. A, dafio
efectuado por el cadmio y B, por el cobre; ambos a una concentracion de 300puM. La evaluacion
de los daiios se realizo a los 7 dias. El ensayo se realiza como se indica en ¢l apartado 20.3.2 de
Materiales y Métodos. Se analizaron 60 germinulas de cada una de las lineas transgénicas.

170



Discusion I1



Discusion IT

La manipulacién genética de plantas ha sido, desde hace tiempo, una de las
estrategias seguidas en los programas de mejora de control bioldgico. La obtencién de
plantas mas resistentes al dafio generado por los agentes bidticos y abidticos, se ha
conseguido mediante la sobreexpresion en plantas de proteinas, procedentes de
determinados organismos, que estan implicadas en la defensa frente a éstos.
Considerando la hipdtesis gen a gen, se han producido en plantas proteinas que
provocan una interaccién incompatible, activando consecuentemente los mecanismos de
respuesta (Bolar et al., 2001; Garg et al., 2002; Park et al., 2001; Shi et al., 2003;
Apartado 4 de Introduccion II).

La expresion de enzimas que afectan la viabilidad de los fitopatégenos ha sido
una de las estrategias empleadas con mas frecuencia. Entre ellas, cabe destacar las
enzimas hidroliticas, quitinasas y glucanasas, de origen vegetal, fngico o bacteriano; y
proteinas vegetales, como las PR, implicadas en el mecanismo de respuesta al ataque de
patogenos (Alexander et al., 1993; Jach et al., 1995; Laugé & De Wit, 1998; Lorito et
al., 1998; Zhu et al., 1994). Otra estrategia seguida ha sido la expresién de proteinas
que afectan los niveles de las formas activas de oxigeno como peroxidasas, catalasas y
enzimas de la sintesis del acido salicilico, entre otras (Amaya et al., 1999;
Chamnongpol et al., 1998; Roxas et al., 2000; Yun ef al., 2000; Veena et al., 1999).

En nuestro laboratorio se obtuvieron plantas de tabaco mas resistentes a hongos
fitopatogenos mediante la expresién de la quitinasa CHIT42 del hongo micoparasito 7.
harzianum (Garcia, 1997, Tesis Doctoral). En las plantas transgénicas psCHIT42, la
hidrolasa se exporta correctamente al apoplasto, al fusionar a la secuencia de la enzima
un péptido sefial de origen vegetal. Las diferentes lineas transgénicas, mostraban
mayores tasas de supervivencia frente al fitopatdgeno R. solani; aunque también de
forma preliminar presentaban mayor resistencia frente a 4. alternata (Garcia, 1997,
Tesis Doctoral). Se propuso, entonces, que la quitinasa heter6loga podria contribuir a la
liberacidon de moléculas elicitoras en las etapas iniciales de la infeccién por Rhizoctonia,
actuando del mismo modo que las quitinasas vegetales localizadas en el apoplasto
(Lorito et al., 1998).

Estos resultados promovieron la obtenciéon de nuevas lineas de tabaco, que
expresaran en este caso la quitinasa CHIT33 de 7. harzianum, que presentaba actividad
antifingica in vitro (de la Cruz et al., 1992; Dana et al., 2001; Limén et al., 1999). La
enzima CHIT33 presenta homologia, a nivel de proteina, con las quitinasas vegetales; a
diferencia de la hallada en la CHIT42, que se asemeja mas a las de origen bacteriano
(Tabla 114 de Introduccién II; Garcia et al., 1994; Limén et al., 1995). Las enzimas
vegetales homdlogas a la CHIT33 son en su mayoria quitinasas de tipo III, que son
extracelulares, carecen de dominio de unién a quitina (DUQ) y estan implicadas en
defensa. Las quitinasas de tipo III se sintetizan ripidamente tras una interaccién
incompatible, alrededor del area necrotica caracteristica de la respuesta hipersensible; y
estan correlacionadas con la respuesta sistémica adquirida (Kasprzewska, 2003).

Las enzimas CHIT42 y CHIT33 muestran sinergismo irn vitro en la hidrélisis de
paredes celulares de origen fungico (de la Cruz et al., 1992). Por ello, se llevé a cabo la
obtencién de plantas de tabaco que expresaran ambas enzimas, con el fin de conseguir
plantas mas resistentes, en el caso de que el efecto observado in vitro fuera extrapolable
a in planta, como se habia demostrado previamente para otras enzimas hidroliticas
coexpresadas en tabaco (Zhu et al., 1994).

Teniendo en cuenta trabajos previos que habian demostrado la interconexion
existente entre las rutas de respuesta a estrés bidtico y abidtico (Droillard et al., 2000,
Ellis & Turner, 2001; Hoyos & Zhang, 2000; Kizis et al., 2001; Singh et al., 2002;
Zhang & Klessig, 2001; Zhang & Liu, 2001; Zhu, 2001a), se han realizado diferentes
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ensayos funcionales para determinar si las plantas transgénicas portadoras de las
quitinasas son mas resistentes no sélo a patégenos sino también a dafios provocados por
otros tipos de estreses como la sal o los metales.

Los ensayos de resistencia in vitro frente a R. solani han confirmado, en el caso
de las plantas psCHIT42, los resultados obtenidos en trabajos anteriores y han reforzado
los hallados para especies como la fresa, la patata o los manzanos (Bolar et al., 2001;
Lorito et al., 1998; Yubero-Serrano et al., 2002).

La resistencia probada de las plantas psCHIT42 se explicd en su momento,
considerando la hipétesis de que la quitinasa, localizada en el apoplasto, liberaba
elicitores a partir del organismo invasor, activando rapidamente los mecanismos de
defensa (Lorito et al., 1998); no obstante, se han hallado en determinadas lineas, niveles
elevados de expresion de genes PRs, en ausencia de infeccidon por patdgeno. Este hecho
concuerda con la presencia de niveles de actividad peroxidasa superiores a los
encontrados en las plantas control Bin19, bajo las mismas condiciones (Figura I1.15); lo
que sugiere que otros mecanismos pueden estar implicados en la potenciacion de la
defensa en las plantas transgénicas. Este supuesto seria compatible con la hipdtesis de
los elicitores mencionada anteriormente; esto es, podrian actuar conjuntamente ambos
efectos incrementando asi la resistencia de la planta.

Considerando la hipétesis gen a gen (Bonas & Lahaye, 2002; Apartado 2.1.1 de
Introduccion II), la quitinasa CHIT42, como molécula fiungica, podria ser reconocida
por la planta como producto de un gen de avirulencia, que interaccionaria con el
producto de un gen de resistencia perteneciente al hospedador, provocando una
interaccion incompatible que activara de forma constante la ruta de transduccién de
sefiales, la cual forma parte de los mecanismos de defensa de la planta (Apartado 2.1.1 y
Tabla 11.2 de Introduccion II). Esto explicaria los niveles basales de determinados
marcadores de la respuesta hipersensible encontrados en las lineas transgénicas
analizadas. Un resultado similar ha sido descrito en cultivos de células de tabaco
incubadas en presencia de una xilanasa (TvX) de T. viride. En este caso, la hidrolasa no
inducia los mecanismos de defensa por su actividad en si, sino por ser reconocida como
molécula de origen fungico, lo que desencadenaba la respuesta de defensa en las
células, entre las que se hallaba la sintesis de proteinas PR, como la quitinasa bésica de
clase I (Yamamoto ef al., 1999). Una respuesta similar se conseguia en hojas de tabaco
frente a una quitinasa purificada de 7. viride, la cual inducia la respuesta de defensa
(Bailey et al., 1992).

La quitinasa CHIT42 carece de homologia con las quitinasas de origen vegetal,
asemejandose por ¢l contrario a las de origen bacteriano, lo que refuerza la hipdtesis de
que sea reconocida como una molécula extrafia por la planta (Tabla I1.4 de Introduccion
II). En las lineas psCHIT42 la quitinasa, sintetizada de forma constitutiva, podria
constituir el producto de un gen Avr de origen flingico, que activara permanentemente
los mecanismos de defensa de la planta, sin necesidad de que existiera infecciéon por un
patdgeno. Por un lado, la planta estaria en constante alerta y se hallaria mejor preparada
ante infecciones potenciales, al mantener activos mecanismos de respuesta, como la
actividad peroxidasa y los niveles de expresion de determinados genes PRs (Figura I1.15
y Figura I1.16 de Resultados II). Por otro, la quitinasa ademas de ser reconocida como
molécula de origen fungico, podria ser funcionalmente activa actuando sobre las
paredes celulares del microorganismo patégeno en caso infeccidn, liberando oligdmeros
inductores de la respuesta de defensa; actuando, de este modo, conjuntamente con la
bateria enzimatica propia de la planta (Figura I1.15 y Figura I1.16 de Resultados II).

Aunque la cinética de activacién de la actividad peroxidasa en las plantas
psCHIT42 es menor a la hallada en las plantas Binl9, presentan un mejor
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comportamiento con respecto a las plantas control, como se puede observar por la tasa
de supervivencia frente a R. solani, por el desarrollo del area necrética en la respuesta
hipersensible existente, y por la resistencia mostrada frente a estés abiético (Tabla IL.7,
Figura I1.17, Figura II.18, Figura I1.20 en Resultados II). Esto sugiere que poseer
niveles basales superiores de aquellas proteinas que intervienen activamente en la
respuesta del organismo puede resultar importante para mejorar la defensa, asi como
también puede reflejar de forma indirecta la posible activacién de otros genes
implicados en la proteccién de la planta.

El analisis funcional realizado con las plantas psCHIT33, muestra una respuesta
mejorada con respecto a las plantas Binl9, e incluso con respecto a las plantas
psCHIT42 y psCHIT33x42. El nivel basal de actividad peroxidasa hallado en las plantas
psCHIT33 es superior, y la cinética de activacién es mas pronunciada que en el resto de
las plantas (Figura I1.15 de Resultados II). Esta respuesta mejorada se halla reflejada
asimismo en la expresion génica del gen que codifica la proteina PR-1a, que es un
marcador esencial en la defensa de la planta (Figura I1.16 de Resultados II).

De igual modo que en el caso de la CHIT42, la expresion constitutiva de la
CHIT33 podria mantener activos de forma continuada los mecanismos de proteccién en
la planta, lo que contribuiria a una respuesta mas eficaz de ésta ante la presencia de un
fitopatégeno; y por otro lado, podria participar activamente en la hidrdlisis de las
paredes celulares del microorganismo invasor, constituyendo un suplemento a la bateria
enzimatica de la planta. El factor adicional hallado en este caso, es la elevada homologia
que presenta la CHIT33 con las quitinasas vegetales (Tabla I1.4 de Resultados II), por lo
que la planta podria sensar su expresién constitutiva como el incremento de una
molécula endégena de respuesta a patégeno. La presencia de cantidades elevadas de
CHIT33 en el apoplasto, podria ser interpretada de alguna manera, como una situacién
de alerta, donde las enzimas hidroliticas de defensa de la planta se sintetizan y exportan
activamente (Busam et al., 1997).

Un efecto adicional a considerar, seria la liberacion de oligémeros inductores de
la respuesta de defensa de la planta causada por la actividad de esta enzima sobre
sustratos vegetales. Aunque atin no ha sido identificado un sustrato endégeno para las
quitinasas, existen evidencias de que estas enzimas degradan determinadas proteinas
ricas en arabinogalactanos, presentes en las plantas (van Hengel et al., 2001; van Hengel
et al., 2002). Asimismo, se han descrito oligosacarinas (OGAs) que contienen NAGa en
su molécula, originadas en la hidrélisis de glicoproteinas apoplasticas unidas por
enlaces de tipo N, como determinadas peroxidasas (Fry et al.,, 1993; Kasprzewska,
2003). Numerosos trabajos han demostrado el papel de las oligosacarinas en la
induccion de la respuesta hipersensible en plantas (Ebel, 1988; Ridley et al., 2001;
Apartado 3 de Introduccion II).

El efecto sinérgico mostrado in vitro por las hidrolasas CHIT33 y CHIT42 (de la
Cruz et al., 1992), no se reproduce en las plantas de tabaco que coexpresan ambas
enzimas. Una posible explicacién de este resultado podria ser la existencia de
competencia por substratos hidrolizables o receptores entre ambas. La expresion
constitutiva de ambas enzimas, por otro lado, podria provocar en la planta un estado de
estrés basal superior al hallado en cada uno de los parentales, lo que podria explicar el
incremento en los niveles de expresion basales de ciertos marcadores de la respuesta
hipersensible, como el gen que codifica la proteina PR-1a (Figura I1.16). No obstante, la
respuesta de estas plantas resulta intermedia en los ensayos de estrés bidtico,
probablemente por la saturacién a la que el sistema se halla sometido al coexpresar
ambas hidrolasas, aunque no exista repercusion negativa en el crecimiento vegetativo y
en la morfologia de la planta.
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Las plantas transgénicas portadoras de las quitinasas de 7. harzianum presentan
un mejor comportamiento frente a fitopatogenos de diferente naturaleza. La actividad
peroxidasa elevada se traduciria en un mayor reforzamiento de la pared celular, lo que
contribuiria a incrementar la barrera fisica de entrada de fitopatogenos y de propagacién
de éstos a través de los tejidos vegetales (Hiickelhoven & Kogel, 2003; McLusky et al.,
1999); lo que concuerda con la resistencia hallada frente a R. solani, la reduccion en la
permanencia de P. syringae pv tabaci y la reduccién en el area necrotica desarrollada en
la respuesta hipersensible en las diferentes lineas ensayadas (Tabla I1.6, Figura II.12,
Figura 11.14, Figura I1.17 de Resultados II).

En el mecanismo de defensa en las plantas, se conoce la participacién activa del
acido salicilico, que contribuye a incrementar los niveles de formas ROS al inhibir a
gran parte de las enzimas que intervienen en su detoxificacion; sin afectar, por el
contrario, a las peroxidasas anidnicas, que intervienen en el reforzamiento de la pared
celular (Bi et al., 1995; Dumer & Klessig, 1995; Mittler et al., 1999; Mittler, 2002;
Takahashi et al., 1997). Asimismo, el salicilico modula la expresiéon de genes de
defensa de la planta, como los correspondientes a las proteinas PRs (Klessig et al.,
2000). Se han identificado y caracterizado elementos de respuesta al SA en la regioén
promotora del gen PR-1a (Strompen ef al., 1998). Los niveles de expresion detectados
en las plantas que portan las quitinasas, se asemejan a los hallados en aquellas tratadas
exogenamente con salicilico (Figura I1.16), lo que sugiere indirectamente la
participacidn de esta molécula mensajera en las plantas transgénicas.

Con respecto a los ensayos de estrés abidtico realizados, las plantas psCHIT42,
psCHIT33 y psCHIT33x42 muestran una respuesta mejorada con respecto a las plantas
control. Los resultados obtenidos constatan los numerosos estudios que prueban la
interconexiodn existente entre las rutas de respuesta a dafio bidtico y abidtico, e incluso
entre las de respuesta a distintos tipos de fitopatégeno, que fueron consideradas como
antagdnicas en determinados casos (Ellis & Turner. 2001; Maleck & Dietrich, 1999;
Schenk et al., 2000; Singh et al., 2002).

Uno de los efectos comunes provocados por ambos tipos de estrés es el
desequilibrio redox de la célula, debido a la formacion de especies activas de oxigeno.
La mayor tasa de detoxificacion, llevada a cabo en las plantas transgénicas, puede
explicarse por la existencia de un nivel de actividad peroxidasa mas elevado, entre otros
factores. La actividad medida en el presente trabajo, estaria ligada a la utilizacion de
estas formas ROS en la construccion de los polimeros de la pared celular vegetal (Fath
et al., 2002).

Con respecto al estrés osmético producido por la presencia de NaCl en el medio,
la existencia de niveles elevados de actividad peroxidasa podria ser beneficiosa para
lograr una mayor resistencia. El engrosamiento de la pared podria favorecer la retencién
de moléculas de agua por parte de ésta. Estudios previos han demostrado que la
sobreexpresion en plantas de tabaco de la peroxidasa TPX2 de tomate, incrementaba la
tasa de germinacién de las semillas, al favorecer el aumento del contenido hidrico de la
pared celular (Amaya et al., 1999).

Como marcadores moleculares de la respuesta al estrés salino, se pueden
considerar los genes fasl4 y tswl2, que constituyen una dehidrina y un péptido
antimicrobiano, respectivamente, que se inducen en tomate ante este tipo de estrés
(Godoy et al., 1994; Torres-Schumann et al., 1992). Analisis preliminares realizados en
nuestro laboratorio, han mostrado una activacion basal del gen tswi2, en el caso de las
plantas psCHIT33 y psCHIT33x42, al detectarse la proteina en extractos provenientes
de plantas sin infectar (datos no mostrados); lo que sugiere que los mecanismos de
defensa frente a estrés abidtico se hallan activos en estas plantas. Los resultados
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negativos respeto a la proteina TAS14 pueden deberse a la falta de homologia con las
proteinas del tabaco y a la ausencia de reconocimiento por parte del anticuerpo.

El dafio téxico generado por los metales pesados es paliado en mayor medida
por las plantas psCHIT42, psCHIT33 y psCHIT33x42, ya que muestran mayor
supervivencia frente a concentraciones que resultan toéxicas para las lineas control
(Figura 11.20, Figura I1.21 de Resultados II). La mayor mortandad en presencia de
cadmio puede deberse al dafio que genera este metal ya que, ademas de provocar estrés
oxidativo, puede desplazar grupos funcionales de biomoléculas esenciales, anulando su
funcidn; y, por otro lado promover la lignificacion del tejido radicular, lo que dificulta
la toma de nutrientes, resultando en la muerte de la germinula (Schiitzendiibel & Polle,
2002).

En resumen, podriamos afirmar que la expresion constitutiva de las quitinasas
CHIT42 y CHIT33 de T. harzianum en plantas de tabaco, mantienen activos los
mecanismos de defensa de la planta sin necesidad de que exista infeccion; por lo que se
cuenta con un estado basal de mayor proteccion. Por otro lado, la expresion de las
quitinasas mejora la respuesta ante el dafio provocado tanto por estrés bidtico como
abidtico, lo que sugiere que estas enzimas hidroliticas intervienen en la activacién de las
rutas de respuesta a estos dafios, que se hallan interconectadas (Singh et al., 2002);
aunque no se descarte que también puedan actuar en la defensa gracias a su actividad
enzimatica, dafiando la pared celular del patogeno y/o interviniendo en la liberacion de
elicitores.
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1. LOS HONGOS AMILOLITICOS

Numerosos hongos filamentosos y levaduras poseen las denominadas enzimas
amiloliticas, las cuales permiten utilizar el almidon y sus derivados como fuente de
carbono. Entre estos hongos se encuentran especies de reconocido interés industrial
pertenecientes a los géneros Aspergillus, Rhizopus, Neurospora, Humicola,
Trichoderma y Saccharomyces. Las enzimas amiloliticas, como las o-amilasas, se
hallan en un amplio rango de organismos, mientras que las glucoamilasas son casi
exclusivamente de origen fingico (Radford et al., 1996).

2. ESTRUCTURA DEL ALMIDON

El almidon es junto a la celulosa, el polimero mas abundante en las plantas. Su
principal funcion es la de reserva y se deposita en forma de granulos pequefios (1-100
um) en organulos como los cloroplastos y los amiloplastos. Estos pequefios granulos
blancos, insolubles en agua fria, se pueden localizar en diversas partes de la planta
como, por ejemplo, en las semillas (cereales), en las raices (tapioca) y en los tubérculos
(patata).

El almidén estd compuesto por unidades de glucosa unidas por enlace o-1,4
glucosidico, con enlaces adicionales a-1,6 y estd constituido por dos tipos de polimero:
amilosa y amilopectina (Figura IIL.1). La proporcién de ambos varia, aunque
normalmente la fraccion correspondiente a la amilosa supone un 20-30 % del total.

La amilosa es el componente soluble del almidéon y es un polimero
practicamente lineal, ya que la frecuencia de enlaces a-1,6 (0.2-0.7%), es menor que en
el caso de la amilopectina (4-5%). Constituye la region amorfa del granulo de almidon y
su grado de polimerizacion se halla en torno a 1000 unidades de glucosa.

La amilopectina, por el contrario, es un polimero ramificado e insoluble. Esta
constituido por cadenas lineales de 20 a 24 residuos de glucosa unidos por enlace
a-1,4 conectadas, a su vez, por enlaces a-1,6 glucosidico. Su grado de polimerizacién se
halla en torno a 10000-100000 unidades de glucosa.
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Figura HL1. Estructura del almidén. Polimeros de amilosa (A) y amilopectina (B).

3. EL COMPLEJO AMILOLITICO. POSIBLES APLICACIONES

Las enzimas que intervienen en la degradacion del almidén, actian sobre
sustratos como la amilosa, la amilopectina y el glucégeno. Otro de los a-glucanos
ampliamente distribuido en la naturaleza es el glucégeno, que constituye la principal
reserva energética de las células animales y de hongos, excepto en el caso de los
oomicetos, que poseen B-1,3 glucanos (Benitez ez al., 1998). El glucogeno es similar a
la amilopectina, aunque presenta mayor grado de ramificacion (cada 8 o 10 residuos de
glucosa).

La mayoria de las enzimas amiloliticas pertenecen principalmente a tres
familias glicosil hidrolasas: la familia 13, que engloba a las a-amilasas y ciclodextrin
glucanotransferasas (CGTasas), entre otras enzimas; la familia 14, que agrupa a las B-
amilasas; y la familia 15, que agrupa a las glucoamilasas. Las glicosil hidrolasas (EC
3.2.1.-) engloban a todas aquellas enzimas capaces de hidrolizar enlaces glucosidicos
entre dos carbohidratos, o entre un carbohidrato y otra molécula.

Atendiendo a la forma de actuacion, se establecen dos grupos dentro de las
enzimas amiloliticas: exoamilasas y endoamilasas (Figura I11.2).
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Figura 111.2. Mecanismo de accién de las principales enzimas amiloliticas. Se esquematiza
una molécula del tipo amilopectina. Las flechas indican los sitios potenciales de hidrolisis para
las a-amilasas (A), B- amilasas (B), isoamilasas (D) y glucoamilasas (G). El extremo reductor
de la molécula esta marcado en azul.

Las exoamilasas rompen los enlaces a-1,4 glucosidicos a partir del extremo no
reductor del sustrato. Dependiendo de la enzima, puede o no hidrolizar los enlaces
glucosidicos a-1,6 que se hallan en los puntos de ramificacion del polimero. Se han
descrito hasta el momento tres tipos de exoamilasas: a-exoamilasas, glucoamilasas y -
exoamilasas. Las a-exoamilasas hidrolizan los enlaces glucosidicos a-1,4 generando
maltosa u oligosacaridos de mayor longitud. Las glucoamilasas hidrolizan
principalmente enlaces a-1,4; aunque también pueden catalizar la hidrdlisis, en menor
medida, de enlaces glucosidicos a-1,6 y a-1,3. Provocan por tanto la degradacion
completa del almidén o del glucégeno a D-glucosa.

Las endoamilasas se clasifican en o-amilasas, isoamilasas, oligo-1,4-
glucosidasas, oligo-1,6-glucosidasas, o CGTasas; dependiendo del método original
utilizado en la clasificacion de las enzimas. Dentro de este grupo cabe destacar el papel
de las CGTasas que, como las a-amilasas, hidrolizan los enlaces o-1,4 internos, y
generan una amplia variedad de ciclodextrinas como productos. Las a-, B- o y-
ciclodextrinas, son anillos formados por seis, siete u ocho residuos de glucosa,
respectivamente, unidos por enlace o-1,4.

Desde un punto de vista evolutivo, las a-amilasas y las CGTasas proceden de un
ancestro comun. Comparten motivos en la secuencia y conservan residuos
imprescindibles para la actividad de la enzima (del Rio e al., 1997). Las amilasas, las o-
glucosidasas y las CGTasas muestran caracteristicas estructurales comunes en el sitio
activo de la enzima (Svensson, 1988).

Numerosos estudios describen la funcién de las amilasas y glucoamilasas
fingicas (Benitez ez al., 1998). En la Tabla I11.1 se representa un resumen sobre éstas:
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Glucanasa Origen Funcion Ejemplo
a-14-glucanasa  QOomicetos nutricional Uso de carbohidrato de reserva (almidon) en Mucor
(o-amilasa)
Ascomicetos nutricional Uso de carbohidrato de reserva (almidén)
morfogénesis  Amilasa especifica de esporulacion en Saccharomycopsis fibulligera
Basidiomicetos  nutricional Uso de carbohidrato de reserva (almidon)
glucoamilasa Zigomicetos nutricional Uso de carbohidrato de reserva (almidon) en Rhizopus
(exo o-1,4; a-
1,3; a-1,6)
Ascomicetos nutricional Uso de carbohidratos de reserva en Aspergillus spp. y en S. cerevisiae
morfogénesis  Sintesis de la pared celular en Aspergillus
Deuteromicetos  nutricional Uso de carbohidratos de reserva en T. reesei

Tabla HL1 Funcién de las enzimas amiloliticas de origen fiingico (basado en Benitez et al.,
1998)

En cuanto a la aplicacion de estas enzimas, el papel de las amilasas en conjunto
con otras enzimas, como las glucoamilasas, se ha centrado fundamentalmente en la
industria de la alimentacién, concretamente en la obtencion de jarabe de glucosa a partir
del almidén. Actualmente se utilizan asimismo en la produccion de detergentes. Por el
contrario su aplicacion ha sido escasa en la industria textil, de la cerveza o en el
tratamiento de aguas residuales. Cabe destacar el enorme interés industrial de las
ciclodextrinas generadas por accion de algunas enzimas amiloliticas. Poseen regiones
internas hidrofobicas, que las convierten en vehiculos potenciales para encapsular y
proteger compuestos utilizados en la industria alimenticia, farmacéutica y cosmética.
Las ciclodextrinas pueden asimismo solubilizar y/o estabilizar una variedad de
compuestos inorganicos.

4. GLUCOAMILASAS: ESTRUCTURA, FUNCION Y LOCALIZACION
4.1. ESTRUCTURA DE LAS GLUCOAMILASAS. ISOENZIMAS

Las glucoamilasas [exo-1,4-a-D-glucan glucohidrolasas, (EC 3.2.1.3)], que se
hallan casi exclusivamente en hongos, son exo-hidrolasas que catalizan la liberacion de
B-D-glucosa a partir del extremo no reductor de la amilosa, la amilopectina, o de los
polisacaridos u oligosacaridos relacionados. Generan, por tanto, una hidrolisis
secuencial de enlaces glucosidicos a-1,4. Asimismo, estas enzimas pueden romper,
aunque en menor proporcion, enlaces 0-1,6 y o-1,3 (Radford et al, 1996). Las
glucoamilasas constituyen la Familia 15 de las glicosil hidrolasas.

La mayoria de las especies que producen glucoamilasas, cuentan asimismo con
a-amilasas que actilan de forma sinérgica en la hidrélisis del almidon. Las o-amilasas
actian en las etapas iniciales de la degradaci6n, generando extremos no reductores a
partir de las moléculas que constituyen el almidon, que sirven de sustrato a las
glucoamilasas (Fujii & Kawamura, 1985).

Las propiedades fisicas de estas enzimas fueron descritas por Fogarty (1983). El
pH y la temperatura éptimos de actuacion de las enzimas procedentes de diversos
organismos, estd en torno a 4.5-5.0 y 40-60 °C, respectivamente.

La secuencia de la mayoria de las glucoamilasas presentan del extremo amino al
carboxilo terminal un péptido sefial, un dominio catalitico (CD), una regién bisagra o
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linker y un dominio de unién al almidén (Starch Binding Domain, SBD); en las
especies R. oryzae y de Saccharomyces, el dominio de unién se encuentra junto al
extremo amino terminal. Existen ademds, especies cuyas glucoamilasas carecen del
dominio de union al sustrato. A continuacion se describen las principales caracteristicas
de cada uno de los dominios anteriormente mencionados:

a) Dominio catalitico (CD)

Los estudios realizados a partir de la secuencia de diversas glucoamilasas,
procedentes de diferentes especies, establecen que el dominio catalitico esta constituido
por un grupo de o-hélices dispuestas paralelamente en forma (o/a)s, generando una
estructura en forma de barril; donde el sitio activo constituye un hueco en forma de
bolsillo o embudo (Sauer et al., 2000). El alineamiento multiple de secuencias sugiere
que el CD consta de tres unidades hidrofobicas plegadas y que, por norma general, se
halla en el extremo amino terminal de las glucoamilasas; excepto en el caso de R.
oryzae y de Saccharomyces, donde se sita en el carboxilo terminal (Coutinho & Reilly,
1997).

Dentro del dominio catalitico existen regiones muy conservadas, como la
secuencia DLWEEYV, que se encuentra en las glucoamilasas de hongos filamentosos y
de levaduras. Gracias a la mutagénesis dirigida, se ha podido determinar que los
residuos de glutamico hallados en la region consenso son esenciales para la catalisis
(Radford et al., 1996).

Este dominio se halla glicosilado, lo que aporta estabilidad a la enzima pues la
protege de la degradacién por proteasas. Las unidades hidrofobicas del CD se hallan O-
glicosiladas. Tan s6lo se han hallado dos sitios potenciales de N-glicosilacion en el
conjunto de glucoamilasas analizadas: Asn'’' y Asn®” (Coutinho & Reilly, 1997;
Radford et al., 1996).

b) Regidn bisagra o linker

Esta region une el dominio catalitico con el de unién al almidén generando un
lazo flexible entre ambos, lo que les permite su proximidad en solucion. La region
“linker” estabiliza la estructura del dominio catalitico y la del SBD. Su secuencia varia
segun la especie, pero generalmente es una zona rica en prolina, serina y treonina. La O-
glicosilacion, muy presente en esta region, se da fundamentalmente sobre los residuos
de treonina y de serina, a los que se unen manosas (Janeéek & Seuéik, 1999).

¢) Dominio de unién al almidon (SBD)

En su estructura predomina la hoja plegada B. El SBD posee una doble funcion:
por un lado se une al sustrato y, por otro, contribuye a perturbar la estructura del
polimero al romper las interacciones intermoleculares de las cadenas de a-glucano en la
superficie de éste, contribuyendo asi al aumento de la tasa amilolitica (Giardina ef al.,
2001).

El dominio SBD posee dos lugares de union que se disponen
perpendicularmente entre si: el denominado Sitio I, que interviene en el reconocimiento
del sustrato y el Sitio I, que gira las cadenas del polimero y las expone al dominio
catalitico (Southall ef al., 1999). Por tanto, las cadenas amiloliticas sufren un cambio
conformacional tras la unién del SBD, formandose lazos que aumentan la concentracién
local de sustrato en el sitio activo de la enzima (Giardina et al., 2001).
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En la mayoria de los casos el SBD se sitia en la zona carboxilo terminal de la
enzima, excepto en el caso de R. oryzae, donde se halla en el extremo amino (Coutinho
& Reilly, 1997).

Los SBD no sélo estan presentes en las glucoamilasas, también existen en las o-
amilasas, B-amilasas y CGTasas. Posee residuos muy conservados, algunos de los
cuales se consideran claves en la union al sustrato: en el Sitio / se hallan los residuos
Trp™* y Trp™, presentes en los SBD de origen fungico y bacteriano (Radford er al.,
1996). En cambio, en el extremo carboxilo terminal del dominio hallamos una arginina

Arg”'®) en hongos, mientras que en bacterias encontramos una glutamina (Janeéek &
Seuéik, 1999).

Las glucoamilasas flingicas son glicoproteinas, constituyendo el carbohidrato
entre un 5 y un 20% de la enzima. Existen casos, en los que la fraccion de carbohidrato
no supera el 1%, como la glucoamilasa de 7. reesei (Fagerstrom & Kalkinen, 1995); o
bien estd en torno al 12-40%, como en el caso de 4. awamori (Neustroev et al.,
1993).Generalmente, se unen a la proteina residuos de glucosa, glucosamina, manosa y
galactosa. Suelen existir dos uniones por enlace N-glucosidico y en torno a cuarenta
por enlace O-glucosidico.

La microheterogeneidad encontrada en el patréon de O-glicosilacion de las
glucoamilasas explica, en parte, la diversidad de enzimas presente en la naturaleza.
Cuanto menor sea el grado de glicosilacién de la proteina, mayor es la sensibilidad que
muestran frente a las proteasas y viceversa, por lo que la funcién del carbohidrato es la
de proteger la enzima de la proteolisis y conferirle estabilidad (Radford et al., 1996).

Las glucoamilasas parecen proceder de un gen de origen bacteriano (Figura
- IIL.3). Los pasos evolutivos posteriores muestran la tendencia de estas enzimas a ser
' exportadas extracelularmente, asi como un aumento de su estabilidad gracias a un
mayor grado de glicosilacion y a un distanciamiento entre sus dominios mediante una
region linker (Coutinho & Reilly, 1997).

A. kawachi  A. awamori var. X100

Clostridium
Clostridium sp. G0005

. . Saccharomyces
ethanococcus e
M. jannaschii ‘

S. cerevisiae

A. shirousami

A. niger | A. awamori

Aspergillus
Sacch i
gcﬁu] ?gamécopms
Arxula S. fibuligera .
A. adeninivorans

R. onzae
N. erassa C. rolfsii
H. resinae P Rhizopus
H. grisea var. thermoidea *

Figura IIL3. Evolucién de la glucoamilasas. Las especies se muestran en italicas y las
subfamilias en negrita. Los dominios se denotan como: rojo, dominio catalitico (CD); azul,
regién bisagra; verde, dominio de unién al almidén (SBD); y resto de colores, otros dominios.
La barra vertical indica la unién a la pared celular.
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4.1.1. Isoenzimas

Es frecuente que los hongos tengan la capacidad de producir mas de una
isoenzima en determinadas condiciones de cultivo, que les permita degradar de forma
activa el sustrato.

En el caso de 4. niger, se ha descrito una enzima de 125 kDa capaz de hidrolizar
el almidon. Esta enzima se proteoliza en el espacio periplasmico, generando una
glucoamilasa de 75 kDa y una enzima del tipo o-amilasa de 53 kDa, que constituyen el
extremo amino y carboxilo terminal de la enzima precursora, respectivamente. A su vez,
a partir de otra enzima de 71 kDa, se genera por proteolisis otra glucoamilasa de 61 kDa
y un péptido no enzimatico de 10 kDa (Dubey et al., 2000).

La aparicion de nuevas glucoamilasas a partir de una enzima precursora adherida
a la pared celular, a lo largo del tiempo de cultivo, también se ha descrito en el caso de
A awamori X-100/D27 (Neustroev et al., 1993). La aparicion de dos glucoamilasas de
100 kDa y de 85 kDa a partir de un mismo gen que se transcribe desde dos puntos
diferentes ha sido descrito en 4. awamori, en donde ademas, la eliminacién de parte de
los carbohidratos unidos a la enzima de mayor tamafio, genera una nueva proteina de 94
kDa (Bhella & Altosaar, 1987).

Otro de los casos estudiados es el de las glucoamilasas de 4. niger. En un
principio, se consideré que las enzimas G1 y G2 se generaban del procesamiento
alternativo del intrén situado en el extremo 3° del gen de la glucoamilasa; pero estudios
posteriores demostraron que la forma G2 se originaba a partir de la proteolisis limitada
de la forma G1 (Boel ez al., 1984a; Boel et al., 1984b; Svensson et al., 1986).

4.2. LOCALIZACION DE LAS GLUCOAMILASAS

Por lo general, las enzimas amiloliticas son extracelulares, salvo excepciones
encontradas en determinadas levaduras, como la glucoamilasa SGA, especifica de
esporulacion, en S. cerevisiae o la de Saccharomycopsis fibulligera (Pardo et al., 1987,
Radford er al., 1996).

Las proteinas secretadas se sintetizan como preproteinas, las cuales incluyen en
su extremo, generalmente amino terminal, un péptido sefial que las dirige a la ruta
secretora. El procesamiento de este péptido se da por accion de proteasas que actian
sobre una secuencia diana constituida por un doblete de aminoacidos basicos, comun en
las proteinas secretadas de hongos filamentosos. Las proteasas mas conocidas son las
Kexl y Kex2 de S. cerevisiaze. Recientemente en 7. reesei, se ha descrito una
endopeptidasa dibasica, que actda de forma similar a la Kex2 (Goller ef al., 1998).

Numerosos estudios han analizado la localizacion y el mecanismo de
exportacién de las glucoamilasas. En A. niger, se ha fusionado traduccionalmente el gen
glaA al gen marcador gfp. En cultivos jovenes la localizacion de la proteina quimérica
es extracelular, hallindose en menor proporcion en los extremos de las hifas y en los
septos. A medida que avanza el cultivo, la proteina desaparece del sobrenadante
probablemente por la accién de proteasas inducidas o activadas por la acidificacion del
medio (Gordon ef al., 2000a; Gordon et al., 2000b). Trabajos recientes confirman la
localizacién de la glucoamilasa de 4. niger el la pared celular de los extremos de las
hifas y en los septos (Figura I11.4), utilizando de nuevo la fusion GLA:.GFP (Khalaj et
al.,2001).
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Figura I1L4. Localizacién de la glucoamilasa codificada por el gen glad de A. niger. Las
imagenes se realizaron mediante microscopia confocal. Se aprecia la localizaciéon la proteina de
fusion GLA::GFP el los extremos de las hifas y en los septos fundamentalmente. La escala
corresponde a 20 pm. (Gordon et al., 2000a).

4.3. FUNCION DE LAS GLUCOAMILASAS

La funcién del complejo amilolitico es la de degradar el almidon, polimero
insoluble localizado fuera del micelio y, por tanto, la de proporcionar productos
solubles utilizados como fuente de carbono. Al ser un polimero de gran tamafio, el
almidén no se puede transportar al interior del micelio, por lo que las enzimas
amiloliticas son exportadas al exterior para proceder a su hidrélisis (Radford et al.,
1996).

Se han realizado numerosos estudios que demuestran el papel de estas enzimas
en la nutricién del microorganismo (del Rio et al., 1997). En A. awamori, se ha sugerido
que el aumento local de la concentracion de la enzima en el extremo de la hifa,
contribuye a un aumento del flujo de glucosa hacia el interior de la célula al actuar sobre
sustratos amiloliticos. Esto ocurre en cultivos jovenes, donde la concentracion celular es
baja. En etapas posteriores, donde el volumen de micelio es mayor, la glucoamilasa se
procesa en el espacio periplasmico, probablemente por la accion de una proteasa acida y
se exporta al medio (Neustroev et al., 1993).

Del mismo modo, la glucoamilasa especifica de esporulacion SGA de S.
cerevisige parece intervenir en la degradacion de glucégeno, coincidente con la
aparicion de esporas maduras. La glucoamilasa SGA, aunque es especifica de este
periodo, no es esencial para la esporulacién (Pardo er al., 1986; Yamashita & Fukui,
1985). En la formacién del cuerpo fructifero y de las esporas del basidiomiceto
Lentinula edodes, se induce la expresion de la glucoamilasa gla/, que probablemente
interviene en la provisién de nutrientes a partir de la degradacion de la reservas
celulares de glucégeno (Zhao et al., 2000).

Por tanto, las glucoamilasas participan en procesos metabolicos, morfogenéticos
y de desarrollo.

190



Introduccion I11

5. EL SISTEMA AMILOLITICO DE Trichoderma

El estudio de la secrecion de proteinas en Trichoderma, se ha centrado
fundamentalmente en la especie 7. reesei, de gran interés industrial por su utilizacion en
la produccion de proteinas heterdlogas, y de enzimas que intervienen en la degradacién
de la celulosa (Penttila, 1998).

La expresion heterdloga de la glucoamilasa P de Hormoconis resinae, condujo a
la purificacién de la enzima endogena de 7. reesei. Su peso molecular es de 66 kDa, su
pl es 4.0, presenta una actividad 6ptima a pH 5.5 y presenta tres veces mas especificidad
por los oligosacaridos derivados de la maltosa que el resto de las glucoamilasas
fungicas. Su extremo amino terminal posee una homologia del 60% con las
glucoamilasas P y S de H. resinae y con las de 4. niger. La proporcién de carbohidrato
en la glicoproteina es menor al 1%. En términos generales, la glucoamilasa de 7. reesei
es bastante parecida a la glucoamilasa de 75kDa descrita previamente en 7. viride
(Fagerstrom, 1994; Fagerstrom & Kalkkinen, 1995).

Por otro lado, se ha descrito una a-glucosidasa (EC3.2.1.20) en T. viride capaz
de hidrolizar enlaces glucosidicos a-1,4 y con menor proporcion, enlaces a-1,6 y 0-1,3.
Su peso molecular es 67 kDa, aunque no se conoce la funcion desempefiada en el
microorganismo (Yamasaki et al., 1995). También en 7. viride se ha purificado y
caracterizado una a-glucosidasa extracelular, cuyo peso molecular es 110 kDa
(Shanmugam et al., 2001).

A partir del hongo micoparasito 7. harzianum 1051, se ha purificado y
caracterizado una amilasa, cuyo peso molecular es de 68.7 kDa. Hidroliza glucogeno,
amilopectina, maltotriosa y maltotetraosa, y apenas hidroliza la maltosa (de Azevedo et
al., 2000).

Las enzimas amiloliticas también parecen contribuir, aunque de una forma
menos relevante, en el antagonismo ejercido por Trichoderma. En el caso del hongo T
harzianum 1051, la amilasa descrita hidroliza parcialmente, in vitro, la pared celular del
fitopatégeno Ciniprellis perniciosa. No obstante, se considera mas probable que esta
enzima intervenga en la supervivencia del microorganismo en el medio, mas que en las
primeras etapas del antagonismo (de Azevedo et al., 2000). Por otro lado, se ha descrito
una a-glucosidasa en 7. viride, que actia especificamente sobre la toxina RS producida
por ¢l fitopatogeno R. solani Kiihn, por lo que se considera con propiedades
antifiingicas, aunque la glucosidasa no afecte ni al crecimiento ni a la germinacion del
patogeno. Cabe destacar que la toxina en cuestion es una glicoproteina que contiene un
85% de unidades a-D-glucosa (Shaumugam et al., 2001).

Por otro lado y como se describi6 en S. cerevisiae y en L. edodes, las
glucoamilasas parecen intervenir en el proceso de esporulacion. En el caso de
Trichoderma, se ha observado un descenso relativo en la cantidad de glucégeno como
respuesta secundaria a la formacion de esporas. Parece existir un uso preferencial de las
reservas enddgenas cuando el micelio entra en esta fase (Betina & Farka$, 1998).

6. REGULACION DEL COMPLEJO AMILOLITICO DE HONGOS

En términos generales, se puede afirmar que las enzimas amiloliticas estan
sometidas a represion por fuente de carbono y a induccién por sustrato.

La expresion de las a-amilasas se induce en presencia de maltosa, almidon e
isomaltosa y se reprime por glucosa y glicerol (Radford er al., 1996). Recientemente se
ha considerado al glicerol como una fuente de carbono no represora para los genes
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amiloliticos, efecto que ya habia sido descrito previamente con algunos genes de
Trichoderma (Henrique-Silva et al., 1996; Ilmén et al., 1997, Gomi et al., 2000),

En cuanto a la glucosa, en algunos casos no parece constituir una fuente
represora, como para el gen glad de A. miger, aunque si lo es para numerosas
glucoamilasas y genes analizados de ascomicetos y de basidiomicetos, como el caso de
L. edodes (Gordon et al., 2000a; Zhao et al., 2000). En la glucoamilasa STA2 de S.
cerevisiae el factor MIG1, homoélogo al CreA, es dispensable para la represion de este
gen, lo cual sugiere la intervencion de factores adicionales, como el HAP2 (Wirsel,
1989). En numerosos genes de Trichoderma se han caracterizado lugares putativos de
unién del factor Crel, aunque tampoco se descartan que existan otros mecanismos
implicados en la represion mediada por la glucosa, como parece que ocurre con las
glucoamilasas de otras especies (Dana et al., 2001; Ilmén et al., 1996a; Ishida et al.,
2000; Lorito et al., 1996b).

Numerosos estudios han analizado la regulacion de los genes que codifican las
glucoamilasas. En el caso de A oryzae el gen glaB, cuya expresion aumenta o
disminuye segun el micelio crezca en medio sdlido o liquido, respectivamente, se activa
en presencia de almidon, asi como por factores fisicos, como la disminucién del
contenido hidrico, el aumento de temperatura y la presencia de barreras fisicas que
impidan la propagacion de las hifas (Ishida er al., 2000). El anélisis del promotor de
glaB muestra secuencias putativas STRE y HSE, cuyas caracteristicas se detallaron en
el apartado 2.2.3 de la Introduccion 1. Por otro lado, existe una region similar a la
region Illa, descrita previamente en otros genes amiloliticos de 4. oryzae (amyB, glaA y
agdA), que interviene en la regulacion mediada por maltosa (Gomi et al., 2000). Esta
region de glaB presenta un motivo de 12 pares de bases denominado caja GC, donde se
reconocen las secuencias 5-GGCGG-3’, similar al motivo CDE, descrito previamente
en genes que regulan el ciclo celular. Ademas presenta el motivo 5-CGGGC-3',
localizado también en la regién en la regidn Illa, y que parece intervenir en la induccion
por maltosa (Minetoki et al., 1996). Sin embargo, no se han encontrados sitios putativos
de unio6n al factor CreA, implicado en la represion por glucosa.

La regulacion del gen glad de A. niger se ha estudiado tras fusionar la region
promotora de este gen al gen marcador gfp. La maltosa, la maltodextrina y el almidéon
inducen la expresion de la glucoamilasa, mientras que la xilosa la reprime (Gordon et
al., 2000b; Santerre-Henriksen et al., 1999). En presencia de maltosa, la induccion del
gen se detecta rapidamente, tras 2 horas de afiadir esta fuente de carbono al medio
(Siedenberg et al., 1999).

El andlisis de la expresion de los genes amiloliticos se ha esclarecido
enormemente al clonar el gen amyR de A. oryzae, que codifica un putativo activador
transcripcional (AmyR), que posiblemente intervenga en la induccion mediada por
maltosa y almidén. Este factor de transcripcion tiene caracteristicas de proteina de unién
a DNA, pues su secuencia muestra un motivo de dedos de Zn similar al hallado en la
familia de factores GAL4 (Zn(11),Cys¢). Su expresion génica es constitutiva, aunque en
presencia de glucosa o glicerol, la proteina no se sintetiza, probablemente por un
mecanismo de regulacion posttranscripcional en el que intervienen tres pautas abiertas
de lectura (uORF) que se hallan en la region 5” no codificante de su RNA mensajero.
AmyR se une a las secuencias 5'-CGGNyCGG-3°, 5'-CGCN,CGC-3" y §'-
CGGNyCGC-3’, donde Ns es una zona rica en AT. Esta secuencias se han descrito en la
region Illa de los genes amyB, glad y agdA (Gomi et al., 2000).
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7. REGULACION POSTTRANSCRIPCIONAL MEDIADA POR uORFs
7.1. INICIO DE LA TRADUCCION EN EUCARIOTAS

El inicio de la traduccién en eucariotas se explica mediante la hipotesis del
“scanning”, donde el complejo de preiniciacion de la traducciéon 43S se une a la
estructura cap 5° o caperuza de guanina del RNA mensajero (mRNA), y va migrando
progresivamente en direccion 5'—3" hasta encontrar el codon de inicio de la traduccion
a partir del cual se comienza a sintetizar la proteina (Kozak, 1989a; revisado en Kozak,
1999).

Que el codon AUG sea el adecuado para el inicio de la traduccion, depende de
varios factores como la posicion que ocupa, esto es, si es el primer AUG hallado en el
mRNA; la secuencia que lo rodea o contexto; la presencia de estructuras secundarias
aguas arriba o abajo de este codon; y la longitud de la secuencia lider del mensajero
(Kozak, 1991a, 1991b, 1991c). Por tanto, los elementos hallados en la secuencia 5’ no
codificante (5-UnTranslated Region, 5"-UTR), controlan el acceso potencial de los
ribosomas a la pauta de lectura abierta (Open Reading Frame, ORF) del gen. La
region 5°-UTR juega, por tanto, un papel importante en la regulacion
posttranscripcional de la expresién génica, controlando la tasa de sintesis de proteina a
partir de un mRNA concreto.

7.2. REGULACION MEDIADA POR uORFs Y uAUGs
7.2.1. Modo de accion de las uORFs y uAUGs.

Las pequefias pautas abiertas de lectura (upstream Open Reading Frames,
uORFs), o los codones AUG (upstream AUG, uAUGS) en la secuencia lider de un
mensajero, estan presentes en aproximadamente el 10% de los genes eucaridticos
(Kozak, 1999). La disposicion de estas secuencias en la region lider puede ser variable
(Figura II1.5) [Geballe, 1996].

No solapante ORF —
Solapante Jooveis An
En fase I. ........ An

Figura IILS. Disposicion de las uORFs en un transcrito eucaridtico. Las uORFs situadas en
la region 5° no codificante de un mRNA pueden situarse de forma independiente a la ORF
principal (no solapantes), coincidir con ésta pero llevar una fase de lectura diferente
(solapante); o bien puede coincidir y estar a su vez en fase con la ORF principal (en fase).
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Estos uAUGs o uORFs, inhiben normalmente la traduccion de la ORF que se
sitia aguas abajo en el RNA mensajero, aunque en algunos casos se ha descrito que
pueden estimular la traduccion de la ORF principal (Morris & Geballe, 2000; Kozak,
1991c; McCarthy, 1998; Vilela & McCarthy, 2003). El efecto regulador que ejercen
estas secuencias ocurre mediante diversos mecanismos (Figura I11.6).

7.2.2. Variables que afectan a la funcién de la uORF

A continuacion se enumeran los factores que pueden influir en la funcién de una
uORF en el mecanismo de control posttranscripcional:

a) Proximidad del AUG a la estructura 5°cap o caperuza de guanina y secuencia
contexto:

El reconocimiento del AUG por el ribosoma y, por consiguiente, el inicio de la
traduccidn, se dificulta o perjudica cuando la longitud de la 5'-UTR es mayor de 15-20
nucledtidos. El contexto en el que se halle el codon de iniciacion también influye.
Considerando las secuencias consenso descritas en eucariotas, se concluye que la
existencia de una adenina en la posicion -3 con respecto al AUG, es clave para el inicio
de la traduccion (Kozak, 1987¢, 1989a; revisado en Kozak, 1999).

b) Longitud de la uORF:

El nimero de tripletes de una uORF puede determinar la capacidad del ribosoma
de comenzar de nuevo en un codon AUG situado aguas abajo. Trabajos recientes
demuestran que el proceso de reiniciacién no se lleva a cabo cuando la uORF contiene
mas de 35 codones (Vilela & McCarthy, 2003). La reiniciacion solo es efectiva en
presencia de uORFs pequetfias, probablemente por la tasa de disociacion de los factores
del complejo que constituye la maquinaria de traduccién (Hinnebush, 1997, Kozak,
2001b).

¢) Contexto del codon de terminacion:

Estudios previos han demostrado que si la secuencia adyacente al codén “stop”
es rica en AU, el proceso de reiniciacion es eficiente. En cambio, un contexto donde
predominan las bases GC generalmente disminuye el proceso de reinicio (Grant &
Hinnebush. 1994; Hinnebush, 1997; Vilela ef al., 1998).

d) Longitud y estructura de las secuencias intercistrénicas:

En este caso se ha demostrado que el alargamiento de las secuencias que existen
entre los distintos cistrones del mRNA, incrementa la eficiencia de la reiniciacion
ribosémica. Por otro lado, la aparicion de estructuras secundarias puede afectar
negativamente a la traduccion de las ORFs adyacentes (Kozak, 1987b, 1989b; Vilela et
al., 1999).
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La existencia en la secuencia de tripletes poco frecuentes en el organismo,
dificulta la traducciéon de la uORF vy, por tanto, retiene la maquinaria de traduccion,
entorpeciendo el proceso de reiniciacion. En determinados casos, el péptido codificado
por la uORF afecta al avance del ribosoma a través de la uORF (Jousse et al., 2001;
Vilela & McCarthy, 2003).

A. “Scanning” débil

B. Reiniciacion

C. Blogueo

808

a

D. Degradacién del mRNA

=

,.-
g

Figura IIL.6. Mecanismos de accién de las uORFs. Las uORFs pueden no afectar a la
traduccién de las pautas de lectura situadas aguas abajo. Este es el caso del “scanning débil”(A),
donde los ribosomas pasan por alto el codon uAUG y comienzan la traduccién a partir de la
zona codificante del mensajero; y del proceso de “reiniciacion” (B), donde la maquinaria de
traduccién se ensambla de nuevo para traducir pautas de lectura situadas aguas abajo. Por otro
lado, las uORFs también pueden afectar negativamente a la traduccién de un RNA mensajero al
existir un exceso de sustrato como arginina (Arg) , provocando una parada masiva de ribosomas
y, por tanto, un bloqueo de la maquinaria traduccional (C). La presencia de uORFs puede
conducir a la degradacién del transcrito, por lo que puede condicionar la estabilidad del

mensajero (D).
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7.2.3. Casos descritos en hongos

Aunque las uORFs han sido estudiadas en el control posttranscrpcional de
numerosos genes de hongos filamentosos, la mayoria de los casos descritos proceden de
S. cerevisiae (revisado en Sachs, 1998; revisado en Vilela & McCarthy, 2003). En la

Tabla II1.2, se recogen los conocidos hasta el momento.

Gen Longitud de  Namero y tamaifio de las uORFs (n® Producto génico
la  5-UTR de codones)
(nt)
CBS! 101 uORF (4) Gen PET implicado en el procesamiento 5° del citocromo b
CLN3 864 uORF (4) Ciclina G1
CPAl 244 uORF (26) Subunidad pequefia de la enzima citosolica carbamil fosfato
sintetasa
DCD1 33 uORF (4) Deaminasa DCMP
GCN4 591 uORF (4), uORF2 (2), uORF3 (4), Activador transcripcional de la ruta de biosintesis de
uORF4 (4) aminodcidos
HAP4 ~280 uORF1 (10), uORF2 (4) Subunidad del complejo de activacion transcripcional de
unién a CCAAT
HOLI ~385 uORF (6) Proteina de transporte putativa. Resistencia a drogas
INO2 105 uORF (20) Activador transcripcional de genes de biosintesis de
fosfolipidos
LEU4 85 uORF (13) Isopropilmalato sintasa-A
PET11] 459 uORF1 (6), uORF2 (31), uORF3 (11), Activador traduccional mitocondrial
uORF4 (30)
PPR] 50 uORF (6) Proteina reguladora de la transcripcion de genes de la ruta
de biosintesis de pirimidinas
SCHO9 ~600 uORF (55) Proteina kinasa que regula positivamente la progresion de la
levadura a través de la fase G1
SCO1 ~150 uORF (3) Gen PET implicado en la acumulacién de las subunidades I
y I de la citocromo sidaza ¢
STAI-3 ~100 uORF (5) Glucoamilasas
TIF4631 295 uORF1 (12), uORF2 (20), uORF3  Factor de inicio de la traduccién elF4G1
(16), uORF4 (8),
uORFS5 (12), wORF6 (22)
YAP? 164 uORF (7) Factor de transeripeion relacionado con estrés
YAP2 157 uORF1 (6), uORF2 (23) Factor de transeripcion relacionado con estrés

Tabla I1L2 Ejemplos de genes portadores de uORFs en 8. cerevisiae (Vilela & McCarthy,
2003)

El ejemplo mejor caracterizado es el de la regulacion de la traduccién del gen
GCN4 en S. cerevisiae, el cual codifica un activador transcripcional que controla
positivamente la expresion de genes en respuesta a carencia de aminodcidos y otros
estreses (Grundmann et al., 2001). Esta regulacion estd mediada por cuatro uORFs
situadas en la region lider (591 nucledtidos) del transcrito de este gen (Hinnebush,
1997; Vilela & McCarthy, 2003). El mecanismo de regulacion viene determinado por la
naturaleza de las interacciones de la maquinaria de traduccion con las uORFs, y no por
el producto que éstas codifican. La uORF1 promueve la traduccion de la pauta de
lectura principal, mientras que la uORF4 tiene un efecto inhibitorio; por el contrario, la
uORF2 y la uORF3 no ejercen ningin efecto relevante sobre la traduccion del
mensajero. En condiciones represoras los ribosomas comienzan la traduccion a partir de
todas las uORFs, ejerciendo la numero 4 un efecto de bloqueo sobre la traduccion de
GCN4. En condiciones de desrepresion, los ribosomas traducen la uORF1, obviando la
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numero 3 y la 4 y, por tanto, pasando por alto la regulacién negativa que ejerce esta
altima.

El gen cpcA es el homologo a GCN4 en A. nidulans. El mRNA transcrito a partir
de este gen contiene dos uORFs en la regién 5 no codificante (Hoffman ef al., 2001).
Se ha podido comprobar que la eliminacion de estas uORFs potencia la traduccion del
mensajero, lo que sugiere su implicacién en el control posttranscripcional.

Trabajos recientes muestran la regulacion del transcrito del gen CLN3 de S.
cerevisiae, requerido para el paso de G; a S en el ciclo celular. Posee una uORF de
cuatro codones cuya eliminacion favorece la traducciéon del mensajero, acelerando la
transicion de una fase a otra (Gari ef al., 2001).

Por otra parte, existen casos donde el péptido codificado por la uORF interviene
en la regulacion posttranscripcional. Esto ocurre con los genes CPA! de S. cerevisiae y
arg-2 de N. crassa, implicados en la biosintesis de arginina (Luo & Sachs, 1996). A
partir de la uORF, se sintetiza un péptido denominado AAP (Arginine Attenuator
Peptide), cuyas caracteristicas estan muy conservadas entre las distintas especies (Fang
et. al., 2000). El mecanismo mediante el cual este péptido atenuador bloquea al
ribosoma no ha sido descrito todavia. En ausencia de este aminoacido, la mayoria de los
ribosomas pasan por alto la uORF e inician la traduccion a partir de la ORF principal en
ambos genes. En presencia de arginina, los ribosomas quedan bloqueados en la uORF,
impidiendo la reiniciacion en la ORF posterior (Gaba et al., 2001). El homélogo en la
especie T. virens lo constituye el gen arg-2 (Shen & Ebbole, 1997). El transcrito de este
gen contiene una uORF, el cual codifica un péptido putativo de 24 residuos. La
traduccion de esta uORF regula negativamente la de arg-2. La secuencia del péptido es
idéntica a la hallada en Magnaporthe grisea y difiere en tan sélo dos residuos de la de
N. crassa (Sachs, 1998).

Recientemente, se ha demostrado que la presencia de uORFs no sélo influye en
la traduccion del RNA mensajero. Este es el caso de las uORFs presentes en los
transcritos de los genes YAP! y YAP2 de S. cerevisiae, los cuales codifican factores de
transcripeion relacionados con situaciones de estrés. Tras el analisis exhaustivo de la
secuencia lider de los transcritos de ambos genes, se concluye que las uORFs no solo
facilitan o dificultan su traduccion, sino también afectan a su estabilidad (Vilela ef al.,
1998). El efecto desestabilizador hallado en la 5-UTR del transcrito de YAP2 es
transferible a otros genes. Recientemente se ha sugerido que los mRNAs que contienen
uORFs estan sujetos a degradacion, a menos que contengan un elemento estabilizador
(STE) aguas abajo de 1a uORF, que anule la inestabilidad del transcrito. Al elemento
STE se une una proteina denominada Publ (de la Cruz ef al., 2002; Ruiz-Echevarria &
Peltz, 2000; Welch & Jacobson, 1999).

Otro de los casos descritos en levaduras corresponde al de la familia génica
polimoérfica STAI-3 de S. cerevisiae. Cada uno de los transcritos presenta una uORF en
la regiéon 5°-UTR. El mRNA procedente del gen S7A42, que codifica una glucoamilasa
extracelular, contiene ademas dos codones AUG situados en fase con la ORF principal
(Vivier et al., 1999). La maquinaria de traduccion pasa por alto la uORF en todos los
casos, por lo que no ejercen un efecto negativo en la traduccién del mensajero. Por otro
lado, la traduccién a partir de los distintos uAUGSs en S7A42 determina la localizacién de
la enzima, que depende de las condiciones fisiologicas en las que se halle el
microorganismo.

Recientemente se ha descrito el caso del gen INO2 de S. cerevisiae, que codifica
un activador transcripcional de la ruta de biosintesis de fosfolipidos. Su region lider
contiene una uORF que solapa con la principal y, aunque se sospecha que interviene en
la regulacion posttranscripcional de este gen, por el momento no hay pruebas que asi lo
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demuestren (Eiznhamer et al., 2001). Asimismo, se ha descrito la presencia de uORFs
en los mensajeros procedentes de los genes hacl/hacA de I. reesei. Ambos genes
codifican factores de transcripcion implicados en la respuesta UPR (Unfolded Protein
Response), aunque todavia no existen evidencias de que las uORFs regulen la
traduccion de los mRNAs (Saloheimo ef al., 2003).

7.3. MECANISMOS ALTERNATIVOS A LOS MEDIADOS POR LAS uORFs

Cabe destacar, en eucariotas superiores, la existencia de los denominados
elementos IRESs (Internal Ribosomal Entry Sites); que actuan en cis y que
constituyen un mecanismo de traduccion “independiente de cap”, distinto al descrito en
el apartado 7.1 de esta introducciéon (Kozak, 1992, 1999, Sachs, 2000). Los IRESs son
secuencias que promueven la entrada del ribosoma en el transcrito, pasando por alto
incluso la regulacién que pueda ejercer la presencia de uORFs (Kozak, 2001a; Vilela &
McCarthy, 2003). Es un mecanismo que depende de la existencia de estructuras
secundarias y de secuencias complementarias al rRNA 18S (Figura II1.5). Se considera
que este tipo de traduccién ocurre bajo condiciones de estrés, donde el mecanismo
“dependiente de cap” se inactiva (Ashe et al., 2000; Meijer & Thomas, 2002). Hasta el
momento su existencia en hongos no esta del todo clara, aunque se ha descrito en el gen
YAPI S. cerevisiae (Zhou et al., 2001). Trabajos previos discuten la existencia de
traduccion mediada por IRES en células de S. cerevisiae sometidas a estrés nutricional
(Paz et al., 1999).

Figura I1L5. Mecanismo de accién de las IRES. El inicio de la traduccién mediada por estos
elementos depende de la existencia en el transcrito de estructuras secundarias, asi como de
secuencias homoélogas a las del rRNA del ribosoma.
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1. BUSQUEDA DE NUEVOS GENES DE EXPRESION DIFERENCIAL

Numerosos han sido los trabajos en donde se han caracterizado genes de T.
harzianum CECT 2413, que se expresan bajo condiciones de estrés nutricional y
presencia de quitina;, como los genes chit42, chit33, bgnl6.2 y qid74, entre otros (Dana
et al., 2001; Delgado-Jarana et al., 2000; Garcia ef al., 1994; Rey et al., 1998).

En el presente trabajo, se aplican nuevas condiciones de cultivo, con el fin
inducir la expresion de genes que pudieran estar implicados en la proteccion del hongo
frente a sus propias enzimas liticas, en el reforzamiento de su pared celular, o en la
respuesta al estrés nutricional. En el siguiente apartado se detallan las condiciones
utilizadas para el analisis de la expresion génica diferencial en 7richoderma.

1.1. GENES EXPRESADOS BAJO ESTRES NUTRICIONAL Y PRESENCIA DE
ENZIMAS HIDROLITICAS

La busqueda de nuevos genes se abord6 mediante la técnica Differential Display
(Liang & Pardee, 1997), descrita en el apartado 21 de Materiales y Métodos, en la que
se analizaron cuatro condiciones de cultivo (Apartado 17.1 de Materiales y Métodos). El
micelio se cultivd en a) 0.1% de glucosa, que refleja estrés nutricional y donde las
enzimas hidroliticas se expresan activamente; b) 0.1% de glucosa mas un preparado de
hidrolasas de 7. harzianum (Lysing Enzymes, SIGMA) a una concentracion de 2mg/ml,
que originaria un dafio en la pared celular del microorganismo; c¢) 2% de glucosa, donde
la enzimas hidroliticas se hallan reprimidas y el micelio presenta un crecimiento 6ptimo;
y d) 2% de glucosa mas el preparado de enzimas hidroliticas.
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diferencial, concretamente,
banda perteneciente al clon C34.
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Figura IIL6. Gel de Differential
Display. Se muestra uno de los
geles, correspondiente a muestras
amplificadas con el oligo-dT
(HT;;C) y el cebador aleatorio H-
AP-3. La flecha indica una banda
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Previamente se observo que en cultivos crecidos con una fuente de carbono
facilmente asimilable, como la glucosa, el medio se acidificaba alcanzando valores de
pH préximos a 2.5. No obstante, en aquellos cultivos donde las condiciones de
crecimiento no eran favorables, el pH se mantenia préximo al inicial del cultivo (pH
5.5). Para evitar los cambios de expresion génica que este factor diferencial pudiera
originar, se tamponaron los cultivos con MES 0.2M a pH 6.0.

En la Figura IIL.6 se muestra uno de los geles donde se aprecia la expresién
génica tras 8 horas de incubacion, en las condiciones anteriormente mencionadas.

Asimismo, de cada uno de los cultivos realizados se tomaron muestras para su
observacion al microscopio. Como se aprecia en la Figura I11.7, las enzimas hidroliticas
parecen no ejercer efecto sobre el micelio que ha crecido bajo estrés nutricional. En
cambio, en presencia de 2% de glucosa, donde genes activos anteriormente, estarfan
abora reprimidos, las enzimas hidrolizan el micelio. Este resultado sugiere que en las
condiciones de cultivo con 0.1 % de glucosa, se activan genes que podrian estar
implicados en la proteccion o el reforzamiento de la pared celular. Se seleccionaron
aquellas bandas que, en ausencia de glucosa, aumentaban su intensidad en presencia de
las enzimas liticas, y se reprimian en ausencia de estrés nutricional.

Figura IIL7. Micelio de 7. harzianum tras 8 h de induccién. Las muestras corresponden a
cada una de las condiciones de los cultivos utilizadas en el Differential Display: A, 0.1 % de
glucosa; B, 0.1% de Glucosa + 2 mg/ml de enzimas liticos (Lysing Enzymes, SIGMA); C, 2%
de glucosa; D, 2% de glucosa + 2 mg/ml de enzimas liticos.
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Tras seleccionar el patron de expresion, se aislaron tres clones (A44, C11, C34)
a partir de las bandas purificadas del gel, cuya induccién se confirmé por northern
reverso y northern, en cultivos nuevos crecidos en las mismas condiciones (Figura 111.8)
[apartado 21.6.1 de Materiales y Métodos).

Tras analizar la secuencia de los clones aislados, solo el clon C34 mostraba
homologia con precursores de glucoamilasas y ciclodextrin glucanotransferasas
(CGTasas) flingicas. La secuencia analizada de C34 comprendia la zona 3’ no
codificante del gen y parte de la codificante; ésta Gltima correspondia al dominio de
union al almidoén, presente en las enzimas anteriormente mencionadas. El gen, a partir
del cual se amplifico el fragmento C34 y que mostraba una expresion diferencial, se
denomind gla66, por la homologia existente con las glucoamilasas fungicas.

0.1% 0.1%+E 2% 2%+E

C34
Figura 111.8. Northern de los clones
1 aislados por Differential Display. Los
cultivos se efectuaron en las mismas
18S condiciones: 0.1% de glucosa; 0.1% de
glucosa + E (enzimas); 2 % de glucosa
y 2% de glucosa + E (enzimas). Como
Ad4 sonda, en cada caso, se utiliz6 el
fragmento de cDNA presente en el gel.
18S

2. ANALISIS DE UN GEN DE EXPRESION DIFERENCIAL: gla66

Las glucoamilasas descritas en la literatura intervienen en la nutricion del
microorganismo, en la morfogénesis y en el desarrollo (del Rio et al., 1997). En S.
cerevisiae y L. edodes, se han descrito glucoamilasas que se inducen especificamente en
condiciones de esporulacion (Pardo et al., 1986; Zhao et al., 2000). El estrés nutricional
al que se somete Trichoderma en los ensayos mencionados anteriormente, induce la
esporulacion lo que podria justificar, en principio, la expresion de gla66.

2.1. OBTENCION DEL CLON DE ¢DNA DE gla66
Para llevar a cabo el analisis del gen gla66 se procedi6 al aislamiento del clon
completo de cDNA. El fragmento de cDNA, obtenido a partir de C34, se utiliz6 como

sonda en el escrutinio de la genoteca de cDNA, construida previamente en el vector
Uni-ZAP XR (Apartado 11.2 y 22 de Materiales y Métodos). La escision in vivo del
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fagémido aislado, permitié obtener el clon pSK-gla66, portador del cDNA de gla66
clonado en el vector pSK, en los sitios de restriccion EcoRl/Xhol.
La digestion y secuenciacion del clon permitié establecer el patron de restriccion

del DNA clonado (Figura II1.9).

Sacl

Sacll

Xbal

EcoR1

Figura IIL9. Mapa de restriccion del vector pSK-gla66

" 2.2. ORGANIZACION GENOMICA DEL GEN gla66

A partir del clon pSK-g/a66 se liberé mediante digestion con las enzimas EcoRI
y Xhol, el fragmento de cDNA completo del gen gla66. Este fragmento, se utilizé como
sonda para llevar cabo el analisis Southern. De este modo, se determiné el numero de
copias de este gen en el genomio de 7. harzianum. La restriccion del DNA genémico de
la cepa silvestre, se llevo a cabo con enzimas que no digerian (EcoRI, EcoRV, HindIII,
Xbal) y con las que cortaban una sola vez (BamHI, Sacll) el cDNA de gla66 (Figura

111.9).

kb EI EVH X B S

—
o

[ ]

204

Figura IIL10. Andlisis Southern
del gen gla66 de T. harzianum
CECT 2413. Las enzimas de
restriccion  utilizadas en la
digestion del DNA genémico, que
carecen de diana en el cDNA son:
El, EcoRl;, EV, EcoRV;, H,
Hindlll; y X, Xbal. Las enzimas
utilizadas que cortan una sola vez
el gen gla66 son: B, BamHI, y S,
Sacll.
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El anélisis Southern (Figura II1.10), muestra la existencia de una sola copia de
gla66 en el genomio de 7. harzianum CECT 2413. No obstante, las condiciones
restrictivas bajo las cuales se realizé el ensayo, no permiten descartar la presencia de
genes homologos al gla66.

2.3. ANALISIS DE LA SECUENCIA DEL GEN gla66

El ¢cDNA presente en el clon pSK-gla66, consta de 2671 pb y presenta cuatro
pautas abiertas de lectura u ORFs (Figura III.11). Aunque se detallara posteriormente en
el apartado 5 de Resultados III; cabe destacar la existencia de dos origenes de
transcripcion en el gen gla66. Por un lado se genera un transcrito de 2.67 kb,
correspondiente al cDNA clonado en pSK-g/la66 y sintetizado en las condiciones
descritas para el Differential Display, al que se denomina LT (Long Transcript). Por
otro, se transcribe desde un punto 508 pb aguas abajo en el gen, un RNA mensajero de
2164 pb, denominado ST (Short Transcript).

La region lider del transcrito LT cuenta con un par de ORFs discretas de 21 y 23
residuos respectivamente, solapadas entre si. Aguas abajo, se hallan una pauta de
lectura, que codificaria un péptido putativo de 653 residuos. El transcrito ST cuenta con
una region lider de 55 bases y presenta una ORF que codifica un péptido putativo de
620 residuos. Teniendo en cuenta la secuencia consenso para el inicio de la traduccién
en eucariotas descrita por Kozak (1999) y, en concreto la de hongos, la pauta abierta de
lectura mas favorable es la perteneciente al transcrito ST (Tabla II1.3).

El analisis del patrén de antigenicidad de la proteina putativa codificada por el
mensajero ST, obtenido segin el método descrito por Parker (1986); permitié escoger
una zona altamente antigénica utilizada para el disefio del péptido utilizado en la
produccion de anticuerpos (Figura II1.11).

R TR AN RS SR ST PR CIRTE FE DT S
Eucariotas C C a/e C c A U G G
Hongos ou S TE TR el - S - .
T. harziagnum T/C C A A A/C A U G A/Y T/G T/A

Tabla I11.3. Secuencia consenso para el inicio de la traduccion

Figura IIL11. Secuencia del cDNA correspondiente al gen gla66. La secuencia amplificada
en el Differential Display, correspondiente a la banda C34, es la comprendida entre el cebador
de secuencia aleatoria, H-AP-3, marcado en azul, y el oligo-dT (HT;,C), sefialado en verde. Con
una flecha roja, se indica el origen de transcripcion que genera el transcrito ST, a partir del cual
se sintetiza la proteina de 66.2 kDa (marcada en naranja), que presenta homologia con
glucoamilasas fingicas. La linea de puntos violeta destaca la region correspondiente al péptido
sefial de GLA66. En rosa y subrayado, se indica la secuencia antigénica utilizada para la
obtencion de anticuerpos.
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AATTGCCAATAGAACAAGTGGGATACM‘CGGGCAACCAGTAGGGAAGAATGCTCTTCACGATGATGCGTTATAGCATT
AATTTAGCCGTTATGAATCAGACATGAATATCCGATCAATATGE 2671
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La secuencia consenso 5'-AATAAA-3’, putativa sefial de poliadenilacion en
eucariotas superiores, se halla 21 pb aguas abajo del codén de terminacion.

3. ESTUDIO DE LA PROTEINA GLAG66
3.1. ANALISIS DE LA SECUENCIA

Como se menciond en el apartado anterior, a partir del gen gla66 podrian
sintetizarse dos proteinas de 653 (a partir de LT) y 620 (a partir de ST) residuos y con
un peso molecular estimado de 69451 Da y 66213 Da, respectivamente.

El perfil hidropatico de ambas se analizé segun el algoritmo descrito por Kyte &
Doolittle (1982). La regién amino terminal (desde Met; hasta Ser;s) de la proteina
putativa de 66.2 kDa (GLAG66), es hidrofobica; por lo que probablemente funcione
como péptido sefial (Figura I11.12). En cambio el perfil de la proteina putativa de mayor
tamafio sugiere una localizacion intracelular. Las glucoamilasas son, en general,
enzimas extracelulares, aunque existen excepciones, como la codificada por el gen SGA
de S. cerevisiae que es intracelular (Radford et al., 1996).

.
lII,l'l‘llrlIIIT[IIT‘IIIIT‘Ir‘llIIIIIII|llll||l||||IllIllll|Illl|l|ll|
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Figura IIL12. Perfil de hidrofobicidad de las proteinas codificadas por gla66. La barra roja
indica el comienzo de la proteina putativa de 66.2 kDa, codificada por el transcrito ST a partir
de gla66.

Ya que ambas proteinas putativas se hallan en fase y difieren tan sélo en 33
residuos, la composicion de aminoéacidos que presentan es muy similar. Considerando la
secuencia de la proteina de mayor y menor tamafio, respectivamente, los aminoacidos
mas abundantes son serina (13.2 y 12.6%), alanina (9.5 y 10%), treonina (8.3 y 8.5%) y
leucina (8.1% en ambas).
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3.2. HOMOLOGIA CON OTRAS PROTEINAS

La busqueda en la base de datos de secuencias homdlogas a gla66, se efectud
utilizando el programa BLAST (http:/www.ncbi.nml.nih.gov/blast/).

Los resultados obtenidos mostraban homologia a nivel de nucleétido con la
secuencia del gen gla-1 de N. crassa, que codifica el precursor de una glucoamilasa
extracelular (Tabla IIL.4A). A nivel de proteina presentaba homologia con numerosas
glucoamilasas, descritas en N. crassa, R. oryzae, H. resinae, L. edodes y en el género
Aspergillus. Asimismo se asemejaba a la glucoamilasa intracelular SGA de S. cerevisiae
(Tabla II1.4B).

Sequences producing significant alignments: Score E
(bits)  value
A emblAL355932 1INCB5022 Neurospora crassa DNA linkage group... 70 5e-09
_ embiX67291. 1INCGLAL N.crassa gla-1 gene for glucan 1,4-alph... 70 5e-09
B gil486943pirl|S36364 glucan 1,4-alpha-glucosidase (EC 3.2.... 33 150
2132414953 [refIXP_327956.1] GLUCOAMYLASE PRECURSOR (GLUCAN... 331 e-149
|30 770 glucan 1,4-alpha-gluicosidase [Neuro. .. 525 e-148
gil12666724iemblCAC28076.1] glucoamylase [ Talaromyces emers... 481 134
2i[2980896|dbji[BAA25205. 1| Glucoamylase [Aspergillus oryzae] 435 120
£i[34392447idbjBAC8255 11| glucoamylase [Penicillium chrys... 423 ell?
gil113791|sp/PO4064|AMYG ASPNG  Glucoamylase G1 and G2 precu... 418 e-115
2il4615091splO03045|AMYG HORRE GLUCOAMYLASE P PRECURSOR (GL... 415 e-114
£i140313280|dbilBADO6004. 1| glucoamylase [Aspergillus awamori] 414  ell4
gil30025851jgblAAP04499. 1] glucoamylase [ Aspergillus niger] 399 el10
gil6852121dbi[BAA08436.1] glucoamylase G2 [Corticium rolfsii] 387 e-106
21846853 1|gb|AAF75523.1| glucoamylase [Lentinula edodes] 377 €103
i[26984105|gb|AAN85206,1| glucoamylase GlaM [Mucor circine... 191  5e47
£il19032257lemblCAC83969.1| glucoamylase [Saccharomycopsis ... 184 6Ge-45
gil6322092irefINP 012167.1| intracellular sporulation-speci... 182 2e44
gil19112700lrefINP_595908.1] glucoamylase precursor [Schizo... 163 8639

2il1 5669806 refINP RO glucoamylase (cga) ethanococ... 62

Tabla I1L4. Homologia a nivel de DNA (A) y proteina (B) de gla66 segiin la base de datos
BLAST

La homologia con a-amilasas y CGTasas, se debe a la presencia en estas
enzimas del dominio de union al almidon o SBD, muy conservado evolutivamente;
también presentan caracteristicas estructurales comunes en el sitio activo de la enzima
(Apartados 3 y 4 de Introduccion 111, Coutinho & Reilly, 1997, Svensson, 1988).

Los resultados obtenidos se centraron fundamentalmente en la proteina putativa
codificada por el transcrito ST, por la semejanza detectada en la regién amino terminal
con respecto al resto de glucoamilasas fungicas.

El alineamiento multiple de secuencias permite determinar los porcentajes de
similitud y de identidad de las glucoamilasas recogidas en los bancos de secuencias con
la proteina extracelular codificada por g/a66 (Figura I11.13, Tabla II1.5).
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Figura IIL.13. Alineamiento de la secuencia de la proteina GLAG66 con glucoamilasas
homologas presentes en los bancos de secuencias. Se hallan alineadas secuencias procedentes
de distintas especies fungicas, indicadas a la izquierda. Los asteriscos muestran los residuos
conservados y los puntos, aquellos presentes con elevada frecuencia.
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Especie Proteina Identidad ~ Similitud  Fragmento

(%) (%) comparado
N. crassa precursor de glucoamilasa 55 62 599
A. shirousami precursor de glucoamilasa 47 59 591
A. niger precursor de glucoamilasas G1 y G2 47 59 598
A. kawachii precursor de la glucoamilasa I 47 57 597
A. oryzae precursor de glucoamilasa 46 56 586
Amorphotheca resinae precursor de la glucoamilasa P 45 33 585
Schizosaccharomyces pombe precursor de glucoamilasa 36 44 435
Saccharomycopsis fibuligera precursor de la glucoamilasa GLAI 35 43 465
Saccharomycopsis fibuligera precursor de la glucoamilasa GLU1 35 42 463
R. oryzae precursor de glucoamilasa 34 40 455
Arxula adeninivorans precursor de glucoamilasa 33 40 437
S. cerevisiae glucoamilasa intracelular especifica de esporulacion 32 40 465
S. cerevisiae var. diastaticus precursor de la glucoamilasa S1 30 38 428
S. cerevisiae var. diaslaticus precursor de la glucoamilasa S2 30 38 428

Methanocaidococcus jannaschii  glicosil hidrolasa putativa

Tabla IILS. Porcentajes de identidad y similitud de GLLA66 con ofras glucoamilasas

3.3. ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA Y TERCIARIA DE
GLAG66

En colaboraciéon con el Dr. Julio Polaina del Instituto de Agroquimica y
. Tecnologia de Alimentos del C.S.I1.C. (Paterna, Valencia), y considerando la homologia
. presentada con otras proteinas, se predijo un modelo estructural para la glucoamilasa
. extracelular GLA66, teniendo en cuenta el procedimiento seguido en estudios anteriores
(Guex et al., 1997, 1999).

En la secuencia de esta enzima se distingue, desde el extremo amino al carboxilo
terminal: la region correspondiente al péptido sefial, que contribuye a la exportacion de
la proteina; el dominio catalitico, donde se localiza la secuencia conservada DLWEEV,
implicada en el mecanismo catalitico; la region bisagra o linker; y el dominio de unién
al almidén o SBD (Figura II1.14). La estructura resulta similar a la de las glucoamilasas
descritas (Radford ez al., 1996).

DLWEEVNGSSFFT GSLAEQFD

[ Peptido lider

Dominio catalitico (CD)

il Region linker o bisagra

- Dominio de union al almidon (SBD)

Figura I1L.14, Estructura de la glucoamilasa GLA66. Los residuos conservados E210 y
E436, probablemente estén implicados directamente en la hidrolisis del almidon.
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Figura IIL15. Modelo tridimensional de GLA66. Dominio catalitico de la enzima (A), detalle
del sitio activo y los dos residuos que intervienen en la catélisis (B, D); dominio de unién al
almidén o SBD (C).
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El dominio catalitico esta constituido, como en el resto de glucoamilasas, por
una estructura de barril rica en o-hélices (Figura III. 15A), donde se localiza el sitio
activo de la enzima (Figura IIl. 15D; apartado 4.1 de Introduccion III, Sauer et al.,
2000). La proximidad de los residuos cataliticos esta en torno a 8A (Figura III. 15B),
acorde con lo descrito en trabajos previos (McCarter & Withers, 1994; Sauer ef al.,
2000).

El SBD presenta estructuras de hoja plegada-f (Figura III. 15C), la cual es
imprescindible para el reconocimiento y la uniéon al sustrato (Apartado 4.1 de
Introduccion IIT, Giardina et al., 2001).

4. ANALISIS DE LA REGION PROMOTORA DEL GEN gla66
4.1. CLONACION DEL DNA GENOMICO DE gla66

Para el aislamiento del clon genémico de gla66, se efectué un escrutinio en la
genoteca de gDNA de 7. harzianum construida en el vector LambdaGEM®-11. Como
sonda se utilizé el cDNA completo del gen, aislado a partir del vector pSK-gla66 tras
digerir con EcoRI/Xhol (apartado 11.1 de Materiales y Métodos). Se aislaron dos fagos
positivos independientes, @1 y ®4R.

A partir de @1, se purifico el DNA y se digirié con distintas enzimas de
restriccion (Figura I11.16A), teniendo en cuenta que los fragmentos de DNA genomico
se clonaron en el sitio de restriccion BamHI de los brazos del fago (apartados 4.2 y 9 de
+ Materiales y Métodos). Los fragmentos obtenidos tras la digestion se separaron por
~ tamafio en un gel de agarosa y se transfirieron posteriormente a una membrana de
' nylon. Se procedié a efectuar un analisis Southern, donde se utilizé el cDNA de gla66
como sonda, para diferenciar qué fragmentos contenian DNA genomico de este gen
(Figura II1.16B). De los que resultaron positivos, se seleccioné y purifico el fragmento
de 4 kb liberado tras la digestion con la enzima. Este fragmento se subclon6 en el vector
pSK y se secuencié posteriormente. El DNA gendémico de este clon, comprendia el
promotor y parte de la secuencia 5° codificante del gen gla66.

Figura I1L16. Obtencién del clon de gDNA correspondiente a gla66. El DNA del fago @1 se
digiri6 con las siguientes enzimas de restriccion: 1, Sacl; 2, Sacl/Xhol; 3, Sacl/BamHI,; 4,
Sacl/EcoRI; 5, Sacl/Xbal, 6, Xhol, 7, Xhol/BamHI; 8, Xhol/EcoRI; 9, Xhol/Xbal. A, gel de
agarosa con los fragmentos obtenidos tras la digestion; B, andlisis Southern de los fragmentos
utilizando el cDNA de gla66 como sonda. La flecha indica el fragmento de gDNA seleccionado.
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4.2. ANALISIS DE LA SECUENCIA PROMOTORA

En el promotor del gen gla66, se identificaron secuencias consenso putativas,
que podrian estar implicadas en la regulacion de la expresion de este gen (Figura 111.17).

Por un lado, se distinguen cajas putativas de union al factor de transcripcion
PacC, que interviene en la regulacion de la expresion génica por pH en Aspergillus y
otros hongos (Tilburn et al., 1995; Tréton et al., 2000).

Otra de las secuencias halladas es la 5'-HGATAR-3’, a la que se une el factor
AreA en Aspergillus (Muro-Pastor et al., 1999), que interviene en la regulacién por
fuente de nitrégeno. La carencia de este nutriente ha sido descrita en 7. harzianum como
un factor importante en la regulacion de genes como chit33 (Dana et al., 2001).

Por otro lado, la represién por catabolito de carbono parece ser una caracteristica
de las enzimas hidroliticas de 7Trichoderma y de otros hongos. La existencia de
secuencias consenso 5'-SYGGRG-3" en el promotor de gla66, las cuales estin
relacionadas con el factor de transcripcion CreA en Aspergillus (Cubero & Scazzocchio,
1994), sugiere que este gen esta sometido a represion por glucosa, acorde con el patron
de expresion hallado por Differential Display (Figura IIL8). Recientemente se ha
clonado en 7richoderma el factor de transcripcion Crel, homédlogo a CreA (Ilmén et a/.,
1996a).

Otro de los motivos hallados en el promotor de gla66 es el 5-CTTCC-3’,
descrito en la region reguladora de varios genes de enzimas glicoliticos de levadura,
como la piruvato kinasa y la aldehido deshidrogenasa, a la cual se une la proteina GCR1
(Huie et al., 1992).

Asimismo, se distinguen cajas STRE con secuencia 5'- WAGGGG-3', que
intervienen en la respuesta general a estrés en S. cerevisiae, y a las que se unen los
factores Msn2p y Msndp (Ruis & Schiiller, 1995). En 7. harzianum P1 se ha descrito
recientemente el factor de transcripcion Sebl, homoélogo a los Msn2p/4p de
Saccharomyces (Peterbauer et al., 2002b).

En cuanto a la regulacion descrita en otras glucoamilasas fungicas, cabe destacar
la caja GC (5'-CGGGC-3’) situada en la denominada regidn Illa de algunos promotores
de genes amiloliticos, como el glaB de A4. oryzae; que parece estar implicada
directamente en la activacion por maltosa (Gomi et al., 2000; Ishida et al., 2000). En la
secuencia reguladora de gla66 se localizan varias de estas cajas, aunque el contexto no
guarda las caracteristicas descritas en Aspergillus. Por otro lado, existen estudios en A.
oryzae que refieren regiones consenso a las que se une el factor de transcripciéon AmyR,
las cuales intervienen en la activacion de la transcripcién por maltosa y almidon en
numerosos genes amiloliticos (Gomi et al., 2000). Estas secuencias, 5'-CGGNyCGG-3',
5’-CGCNyCGC-3" y 5-CGGNyCGC-3’, constan de una region central rica en AT. En el
caso de gla66 encontramos la secuencia 5-CCGCCATATTCAGCCG-3’, que se
asemeja a la primera de ellas y que podria estar implicada en la activacion por maltosa
de este gen. La localizacién de este motivo es favorable, pues se sitia entre los dos
origenes de transcripcion existentes en este gen, analizados posteriormente en el
apartado 5.1 de Resultados III; previo al origen a partir del que se transcribe el gen en
presencia de maltosa.
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TTTTTTCCAAGGCCGTCGGCCGATGAGGTTGAGGARAACCATGGGTTGCCTACATCACGATGCTGG
TACTCCGTATTTGCATTTCTGCAGCGGCCGTTGAGCCTCATGTTAGCCT TCTGACCCGATGGTGCC
ATCTGACTAGCTGTACGGAGTARATATGATTAATTGTGCAACGGGGACGATGAAAAAAACATGCAC
GAAGTAACCCCGATGAA TGGAAGAAAGGATCCCTTGTTégizzgsbAAATGGGAGACTG
CTTACATGCCTCGTGACAAGTTTCG CGGCAAGCCTCTTGGGATTCTGTCAGTGGTGAT
AATTGCTGTATGATGACAATATGTTGGCTGTGTGTTGGAGCARACGCACCARACACCTCATCCAGE
CTAGCTTGGCGTGTGCTTGGATGAGT TTGATTACT TACTCCATCGCGCCTCAATGCATGTGAAGAT
CTACCTCARRGGAGCAGEITGGC TACGACGCATTACCTCATGCAGGCCGECCCTTTTTCCTETCCC
TTTTC&TCCG;&TCACACCATGTTCTTGTTTTcTccCATEQCCAQQACGTGTGAGGCAGCGAGGAA
GCTCGGCCTTGGCACAGAGATCCAGACGCATATGCGARGATCTTGGTCCACTGCAGGCTGTCATCA
CGAGCCCTCGGTTGCTTGTGAAACCCAACTCAGC{\?CCA GTTCGTAGTAACGCCGACTCGGCG
TCTTCTGCGCCACATCCACGGAACT TGATGATGCTAGAAGCTGAAAATTTTTCTAAT TGATGCCGT
CTCGCCCATCTTGTCGCTTCTGGTAGGCACCAGACACGTGCTATCAATGCAGAACACACAARAGTT
CCGGCTGTGTAGATGGGATTCGCAAAT TCGAGGCCGTCGAGTCTAGGGTAGGGCGACTAGTACCGE
AGGCTAGAGGCGGTAGTGGGCGGGAACCT TTCAGAAGAGACATGAGCCGGGATG
cTGLCCCA‘GGGGGAGTTGGAGAT@EE-=§§§tzgiz;i22AGcTGTTgGGAAGCTTGCTCGGAGc

TP TTGCTGACTATCACTGGTTCGT T TTCGCTTCTTCTCACCGTGCTTTGGATGCTAGCCGATGGCC
TGCCTGCTCCCTGCTCCCTTGCTCCCTGCCTCGCCTCCCCTCCCCCCCTTRAGCTGCGCATGTTCT
CCTGACAGCGTGACTAATGACGCGTTGCCAGCCTATTCGCCTGACGCATCCTGGCATCTGAGTCTA
GCTCGTCACGCTGACCAGGCAGAGCAGCAAGCC4E§§§§&TGﬂIIggGCEEEEEéQ;gQQEGGCAT
CAGCTGGCCATCCGCTGCCACCCGAGACCACATCACCGACTCGTCGGATCTCTCCGAGAAGGAGCT
GATCCTGGGCAGCGAGACGATTGAAAAAGGCCGTCAGATCCCGTATTCAGAGGGAAAGAGAGAGAG
AGGCTCETCTGTCTTACATCCAGCGTGAAGAGGAGACGACAGAAGGATAGAAGAGCCG
AGCAGGAAAGAGCTGAAGATCCCTGCAATTGCCCAACTACTGTTATTGCCATCGCCGCTGCTTGCT
CCTTTGTTTCTATCCCGCAGCCACTGAGTGCAAACCGCCATAT TCAGCCGGCTTTTCTTTTCACAG
GTTTGCACGCGGCACTTGG(&QCCC@GAATCGGCCCTTTCACACGTTGCGGCTCAGT
TCCCCATGGGGATGATCCGCACATCCACTCTTGGCCCTGTAGACCT TTTGTTGTCGGTCCGAGTCG
GACTAAACTGAGTGTTGAGAGTTGTACCTEEEEEEGACGTTE:EEEEEACAGCTGATCTCAEIQQA
CCAAGTCGGCAARACGARAGCCGTTGTTGTTATTGCGAGAAGTGCTCTGACTCGGGGCGCCGTATC
ATABAGATGCCTGCCTTCACCATGGACCTGECCGCGAGCCACTCGACATCGGCTCTGTCTCTCAAC
GTTTCCTCTCATACGTCTTCCTTCATTCCGCCCATCATG

IIL17. Secuencia promotora del gen gla66. En color naranja se indica el codon de

iniciacion de GLA66. Las flechas de color rojo indican inicios de transcripcion existentes en
este gen (Apartado 5 de Resultados I11). Las secuencias consenso d corresponden a:

5'-GCCARG-3’, secuencla consenso de unién a PacC; 5'-HGATAR-3, secuencia

consenso de union a AreA; ~ 5-SYGGRG-3, secuencia consenso de unién a CreA;
1 5-CGGGC-3° secuencxa de la region Illa de glaB; —35'-WAGGGG-3', caja

consenso STRE, de unién a Msn2p/4p; 5'-CCGN,CCG-3’, secuencia consenso de umén e

AmyR; 5 CTICCS , Secuencia consenso de unién aGCRl 5'-CCAAT-3’, secuencia

activadora de la uanscnpmén En verde se seiializa la secuencia proxima a lo que podria ser la

caja TATA.
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Por ultimo, cabe destacar las regiones consenso activadoras de la transcripcion,
5’- CCAAT-3’, presentes en el promotor de g/a66. A esta secuencia, que aparece en
levaduras, hongos y mamiferos, se une un complejo heterotrimérico, que en el caso de
levaduras, esta constituido por las subunidades HAP2, HAP3 y HAPA4. Esta caja
consenso se ha descrito en otros genes de Trichoderma, como los correspondientes a
dos xilanasas, a una celobiohidrolasa y a una quitinasa (Dana et al., 2001; Zeilinger et
al., 1996, 1998). Asimismo, la region 5'-TATCTATAAA-3’, presente en la posicién
-42 con respecto al origen de transcripcion del mensajero ST, podria actuar como caja
TATA en la transcripcion, aunque difiere del consenso descrito para este motivo
(revisado por Pugh, 2000).

Respecto al origen de transcripcion situado aguas arriba en el promotor, no se
halla un motivo TATA que se asemeje al consenso.

5. ANALISIS DE LA EXPRESION DEL GEN gla66

Atendiendo a la regulacion descrita para las glucoamilasas de otros hongos y
considerando las secuencias consenso putativas presentes en el promotor de gla66, se
procedi6 a analizar la expresion de este gen,

5.1. EFECTO EJERCIDO POR LA FUENTE DE CARBONO SOBRE LA
EXPRESION DE gla66

La expresion de las glucoamilasas estd sometida a represion por catabolito de
carbono y a induccion por sustrato (Radford et al., 1996), como ocurre en otras
hidrolasas en 7. harzianum (Dana et al., 2001; Garcia ef al., 1994).

Para analizar la influencia de la fuente de carbono sobre la expresion de gla66,
se utilizaron sustratos cuyos efectos se habian descrito previamente en Trichoderma, ast
como en la regulacion de otras glucoamilasas fiingicas (Benitez ef al., 1998; Gordon et
al., 2000b; Radford et al., 1996).

Como se muestra en la Figura I11.18A, la aparicion de los dos transcritos a partir
de gla66 (ST y LT), esta influida por la fuente de carbono utilizada. La sintesis del
mensajero LT, parece estar sometida a condiciones de estrés nutricional, como baja
concentracién de fuente de carbono (0.1%) o fuentes de dificil asimilacién (quitina,
rafinosa y lactosa). Trabajos previos consideran la desrepresion de determinados genes
de enzimas hidroliticas en Trichoderma bajo estas condiciones; aunque la quitina, por
otro lado, también se considera como inductor de quitinasas (Dana et al., 2001; Garcia
et al., 1994). El transcrito de menor tamatfio (ST) se induce notablemente en presencia
de maltosa, que promueve la expresion de numerosas glucoamilasas fungicas (Gomi et
al., 2000; Gordon et al., 2000b).

La transcripcién de gla66 se reprime en presencia de glucosa, mientras que el
glicerol actiia como fuente de carbono neutra, como se ha descrito previamente en otros
genes de Trichoderma (Henrique-Silva et al., 1996; Ilmén et al., 1996b, 1997).

Los resultados indican que la expresion de g/a66 se reprime por catabolito de
carbono; se induce por sustrato, generando el transcrito de menor tamafio (ST); y se
desreprime en condiciones de estrés nutricional, generando mayoritariamente el
transcrito LT.
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El andlisis western del medio de cultivo, confirma la existencia de una
glucoamilasa extracelular en condiciones de induccion (Figura I11.18B), cuando el
transcrito ST estd presente. Estos resultados concuerdan con la actividad enzimatica
hallada en el medio de cultivo, en las mismas condiciones (Figura II1.18C).

En cambio, no se detecta enzima extracelular, ni la actividad correspondiente en
condiciones en las que se halla exclusivamente el transcrito LT (Figura II1.12). Aunque
se ha descrito la existencia de glucoamilasas intracelulares (Pardo ef al., 1987; Radford
et al., 1996), tampoco se ha detectado actividad intracelular asociada a la fraccion
soluble (Figura I11.18C).

1 2 3 4 5 6 7

A gla66 . R | P

18S

Ab1926

80

60

Actividad
Glucoamilasa 40
(U/ml)

20

0 2%M 2% L 2%R 0.1%G 2%Gl 0.1%G 2%G 2% M

<€ > —D>
EC IC

Figura IIL18. Efecto de la fuente de carbono sobre la expresién de gla66. A, anlisis
northern de la expresion de gla66 bajo distintas condiciones: 1, 0.5% de quitina; 2, 0.1% de
glucosa (G); 3, 2% de rafinosa (R); 4, 2% de maltosa (M); 5, 2% de glicerol (Gl); 6, 2% de
lactosa (L); y 7, 2% de glucosa. B, anélisis western de los sobrenadantes obtenidos a partir de
las mismas condiciones de cultivo. Se utiliza el anticuerpo Ab1926 en una dilucion 1:5000. C,
Actividad glucoamilasa detectada en los sobrenadantes (EC) y en los extractos intracelulares
solubles (IC) del microorganismo, bajo las condiciones de cultivo mencionadas. Como unidad
de actividad glucoamilasa (U) se considera la cantidad de enzima requerida para la liberacion de
1 umol de glucosa por minuto.
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5.1.1. Analisis de extractos intracelulares y extracelulares

Para determinar si se sintetizaba una glucoamilasa intracelular a partir del
transcrito LT, se realizé un andlisis western, considerando la fraccion proteica soluble y
la total, obtenida de micelio crecido en las condiciones descritas en el apartado anterior.

El anticuerpo utilizado, Ab1926, reconoce Unicamente la zona antigénica del
extremo amino terminal de la proteina extracelular (Figura II1.11), por lo que podria ser
incompleta la informacion derivada de los ensayos. Por ello, el analisis se realiz6
ademas con un anticuerpo policlonal, AnGL, que reconocia los dominios presentes en la
proteina completa. Este anticuerpo se obtuvo frente a la glucoamilasa de Aspergillus
niger (Birte Svensson, Departamento de Quimica del Laboratorio Calsberg,
Copenhague, Dinamarca). La conservacion entre los dominios de las enzimas
amiloliticas y la elevada homologia presente entre la glucoamilasa GLA66 y la de
Aspergillus, permitio utilizar exitosamente este anticuerpo en Trichoderma.

Como se observa en la Figura II1.19, a partir del mensajero LT no se sintetiza
ninguna glucoamilasa intracelular de mayor peso molecular que GLA66, asi como
ninguna proteina procedente de la proteolisis de algiin putativo precursor, como se
describi6 previamente en el caso de las glucoamilasas G1 y G2 de A. niger (Svensson et
al., 1986).

En presencia de maltosa, se detectan niveles intracelulares bajos de GLA66, que
procederian de la proteina que se exporta o bien, de proteina asociada a la pared celular.
Recientemente se ha descrito la presencia de glucoamilasas extracelulares en la pared
celular del extremo de las hifas y de los septos en Aspergillus (Gordon et al., 2000a;
Gordon ef al., 2000b; Khalaj et al., 2001).

Las bandas inferiores a 66 kDa, se deben probablemente a la presencia de
anticuerpos inespecificos en el suero, purificado frente a la proteina de fusion
GST::GLA66; o bien a la existencia de proteinas con epitopos similares. Considerando
que el gen gla66 estd reprimido en presencia de glucosa al 2%, las bandas detectadas
serian inespecificas. Ademds, es poco probable que las bandas detectadas en
condiciones de 0.1% de glucosa procedan de un mismo precursor proteico, ya que la
probable hidroélisis localizada en la region linker o bisagra, generaria un péptido de peso
molecular superior a los hallados. Por otro lado, el transcrito LT no se detecta en
condiciones de maltosa al 2% tras 8 h de induccion, lo que sugiere que las bandas
presentes en el western por debajo del tamafio de GLA66 son inespecificas.

El analisis realizado con el anticuerpo AnGL, confirma la presencia de GLA66
intracelular en condiciones de induccién por maltosa. El reconocimiento de diversas
proteinas en el sobrenadante sugiere la presencia de otras enzimas amiloliticas, que se
inducen junto con la glucoamilasa. Las enzimas amiloliticas comparten caracteristicas
estructurales, como el dominio de uni6n al almidon, presente en muchas de ellas, por lo
que podrian ser reconocidas por este anticuerpo policlonal. Numerosos trabajos
describen la produccion de amilasas y otras enzimas amiloliticas, bajo las mismas
condiciones de induccion de las glucoamilasas; este hecho produce un efecto sinérgico
que potencia la tasa de hidrolisis del sustrato (Radford et al., 1996).
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Figura IIL19. Anilisis western de los extractos intra y extracelulares. Inmunodeteccion
realizada con el anticuerpo Ab1926 (A) y con el AnGL (B). Se utilizan los extractos totales (T)
y solubles (S), obtenidos a partir de micelio crecido en las siguientes condiciones: G, 2% de
glucosa; M, 2% de maltosa y 0.1%, 0.1% de glucosa. Como control positivo se utiliza el
extracto procedente del sobrenadante de un cultivo inducido (SN).

5.2. EFECTO EJERCIDO POR EL ESTRES SOBRE LA EXPRESION DE gla66

La expresion del transcrito LT a partir de gla66, se detecta en condiciones
similares a las existentes en el micoparasitismo, asi como en estrés nutricional. Este
hecho, junto con la existencia de dos cajas o elementos STRE putativos en la regién
promotora del gen (Figura II1.17), condujo a determinar si la expresion de gla66 se
inducia asimismo por otros factores.

Trabajos previos demostraron que en Trichoderma la expresion de genes de
hidrolasas, como el ech42 y el chit33, estaba influida por determinadas condiciones de
estrés; generandose una respuesta en tiempos cortos de exposicion (Dana et al., 2001;
Goller et al., 1998a; Mach et al., 1999).

Como se observa en la Figura I11.20, la escasez de fuente de nitrégeno, la
aparicidn de metales pesados o las bajas temperaturas inducen la expresion del
mensajero LT en detrimento del ST. Trabajos previos demostraron la induccién por
bajas temperaturas de los genes chit33 y ech42 de T. harzianum, lo que se relacioné con
la adaptacion del microorganismo al medio (Dana et al., 2001; Mach et al., 1999). La
expresion en medio de cultivo con niveles bajos de nitrégeno, descrita previamente en el
gen chit33 de T. harzianum (Dana et al., 2001), podria estar relacionada con los motivos
GATA putativos del promotor de gla66 (Figura I11.17).
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Figura IIL20. Expresion de gla66 bajo condiciones de estrés. Los diversos agentes
estresantes se aplicaron, durante 2 horas, sobre cultivos crecidos en MM con 1% de glicerol,
condicion utilizada en trabajos previos con otras hidrolasas de 7. harzianum (Goller et al.,
1998a; Mach et al., 1999). En el analisis northern se utilizaron las siguientes condiciones: 1, 2%
de glucosa, 2h de induccion; 2, 0.1% de glucosa, 8h de induccion; 3, 2% de H,O;; 4, baja
concentracién de NH," (1:100); 5, 1 M de sorbitol; 6, CdSO, 50 pug/ml; 7, 40 °C; 8, 4 °C; 9,
0.2% de glucosa, 2 h de induccion; y 10, 2% de maltosa, 8 h de induccion.

El choque osmético, el estrés oxidativo y las altas temperaturas, inhiben la
expresion de gla66. El sorbitol ha sido descrito, como una fuente neutra y/o represora
en Trichoderma (Kubicek & Penttild, 1998); aunque, a concentraciones altas, promueva
la expresion del otros genes en Trichoderma, como el gen ech42 de T. atroviride (Mach
etal., 1999).

Los elementos putativos STRE hallados en el promotor de gla66, podrian estar
implicados en la sintesis de una glucoamilasa extracelular en las etapas iniciales del
estrés nutricional y fisiologico, lo que contribuiria a la utilizacién rapida de nutrientes
en condiciones de crecimiento limitantes.

El efecto ejercido por el estrés sobre el gen gla66, se observa tras un periodo
corto de exposicién, como ha sido descrito previamente para otros genes de
Trichoderma (Goller et al., 1998a). La cinética de expresion muestra que la
transcripcion del mensajero ST se sustituye por la del LT bajo estrés nutricional (0.1 %)
en tan sélo 4 h, estabilizandose posteriormente (Figura II1.21). La expresion a tiempo
cero, podria deberse al estrés sufrido por el micelio en el proceso de filtrado y lavado,
previo a la reinoculacion y a la posterior adaptacion en el medio nuevo.
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Figura II1.21. Cinética de expresion de gla66. El micelio se cultivd en MM con 0.1% de
glucosa (0.1% G) entre 0 y 8 horas, analizando la expresiéon de gla66 cada 2 horas. Como
controles se utilizaron cultivos en MM con maltosa al 2% (M) y glucosa al 2% (G) como
fuentes de carbono.

5.3. REGULACION POSTTRANSCRIPCIONAL DE gla66
5.3.1. Analisis de de los transcritos generados a partir de gla66

Con el fin de esclarecer si el transcrito ST se originaba por un procesamiento
alternativo a partir del LT, como se describié inicialmente para las glucoamilasas G1 y
G2 de A. niger (Boel et al., 1984a), o bien se sintetizaban a partir de dos origenes de
transcripcion distintos, se efectud la técnica de RACE (Apartado 23 de Materiales y
Métodos).

Se escogieron las siguientes condiciones de cultivo: por un lado 2% de lactosa y
8h de incubacion, en la que estan presente ambos transcritos; y por otro, 0.1% de
glucosa y 2% de maltosa durante 8 h, en las que estan presente los transcritos LT y ST,
respectivamente. A partir de RNA obtenido de estos cultivos, se realizaron diversas
amplificaciones utilizando cebadores especificos, con el fin de analizar la secuencia
completa de cada transcrito. De cada uno de ellos se obtuvieron las siguientes
construcciones: pGRacer5'-R1662, pGRacer5'-R481, pR478-GRacer3” (Apartado 3.1.2
de Materiales y Métodos).

Los resultados indican que ambos RNA mensajeros, LT y ST, se sintetizan a
partir de dos origenes de transcripcién distanciados 508 pb en el gen (Figura I11.22).

La regién 5° no codificante del transcrito LT contiene codones de iniciacion de
la traduccion (uUAUGs), que generan uORFs putativas. Existen dos uAUGs proximos,
que constituyen las uORF1 y uORF2, de 23 y 21 residuos, respectivamente. Aguas
abajo se sitian las uORF3 y uORF4, que solapan en fase con la pauta de lectura
correspondiente a GLA66. Las uORFs 1 y 2 presentan caracteristicas propias de
secuencias que influyen negativamente en la traduccion (Vilela & McCarthy, 2003), por
lo que podrian estar implicadas en la regulacion posttranscripcional del transcrito LT.
Por un lado, muestran una destacada proporcién de codones poco frecuentes en
Trichoderma (Goldman et al., 1998); por otro, la longitud de la secuencia es notable
(Luukkonen et al., 1995); y, por ultimo, presenta un alto contenido G/C tras el codén de
parada (Grant & Hinnebush. 1994).

El analisis de la secuencia del transcrito ST, indica que a partir de éste se
sintetiza la glucoamilasa extracelular GLA66, ya que no existen secuencias putativas
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reguladoras de la traduccion en su region lider; lo que confirma los resultados obtenidos
anteriormente (Figura II1.18 y I11.19).

-80 AAGGAGCTGATCCTGGGCAGCGAGACGAT TGARAPRAGGCCGTCAGATCCCGTATTCAGAGGGAAAGAGAGAGAGAGGCTC -1

LT
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Figura IIL22. Origenes de transcripcion en gla66. Las flechas rosas marcan los origenes de
transcripcién del gen gla66, que dan lugar a los transcritos LT y ST. En color azul, se
representan los uAUGs y uORFs existentes en la region 5 no codificante del mensajero LT. En
verde, se indican los codones poco frecuentes en 7. harzianum. La linea discontinua roja,
muestra la secuencia adyacente al codén de terminacién. En color naranja se indica la ORF
correspondiente a la proteina GLA66.

5.3.2. Regulacion posttranscripcional mediada por uORF

Con objeto de esclarecer si las uORFs presentes en la region 5’ no codificante
del transcrito LT regulaban su traduccion, se realizé un estudio en el sistema heter6logo
S. cerevisiae, en el que se habia puesto a punto previamente este tipo de analisis (Vilela
et al., 1998). Se realizaron diversas construcciones en el vector puY1 (Apartado 3.1.2 de
Materiales y Métodos), que contiene el gen marcador de la luciferasa bajo la regulacién
de la zona 5" no codificante del gen YAP! de S. cerevisiae (Figura I11.23). La
transcripcion en este vector viene mediada por el promotor constitutivo Przr de
levadura. La regi6n lider de Y4P/ se halla subclonada en las dianas BamHI /Ndel, entre
el promotor y el gen marcador, por lo que modula la traducciéon del transcrito
correspondiente al gen marcador.

Considerando la secuencia del transcrito LT se disefiaron, por un lado, cebadores
especificos orientados que amplificaran la regién lider del transcrito LT; y, por otro,
que introdujeran las mutaciones deseadas en é€sta. A partir del clon pSK-gXhol, se
obtuvieron las versiones de la regiéon 5" no codificante descritas en la Tabla II1.6. Los
cebadores disefiados, asi como el proceso de obtencion de estas construcciones, se
detallan en el Apartado 8 de Materiales y Métodos.

La region 5°-UTR de YAP1 se elimind del vector por digestion y se sustituy6 por
las disefiadas a partir del transcrito LT (Figura I11.23).
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Figura I11.23. Pasos seguidos en el subclonaje de las distintas versiones de la regién lider
del transcrito LT en el vector puY1. La abreviatura wt se refiere a la secuencia original del
gen gla66.

De la region lider del transcrito LT, por tanto, se eliminaron gradualmente los
codones uAUG vy, por consiguiente, las uORFs. La Figura II1.24 muestra el estudio
cuantitativo realizado sobre el efecto posttranscripcional ejercido por las uORFs del
transcrito LT.

Construccion Secuencia
pwiUTR 5 ..ATGGGGATGATCC.....ATGCCTGCCTTCGCCATGGACC...3 ”
pAuORF1 5’ ..6CAGGGATGATCC....ATGCCTGCCTTCGCCATGGACC...3
pAuORF2 5. ATGGGGGCAATCC....ATGCCTGCCTTCGCCATGGACC...3 ~
pAuORF3 5 ..ATGGGGATGATCC.....ITGCCTGCCTTCGCCATGGACC...3 *
pAuORF4 5 .. ATGGGGATGATCC....ATGCCTGCCTTCGCCTTGGACC...3
pAuORF(1+2) 5 ..AAGGGGACGATCC....ATGCCTGCCTTCGCCATGGACC...3 "
pAuORF(3+4) 57 .ATGGGGATGATCC....ATACCTGCCTTCGCCATTIGACC...3
pAUORF(1+2+3+4) | 5 -AAGGGGACGATCC....ATACCTGCCTTCGCCATTGACC...3
puY1 Secuencia 5" no codificante del gen YAP! de S. cerevisiae

Tabla IIL6. Construcciones realizadas con la regién 5-UTR del transcrito LT de gla66
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Figura I1L24. Andlisis cuantitativo del efecto generado por las uORFs del transcrito LT.
En la figura se muestra la actividad luciferasa producida por las distintas construcciones, en
las que se ha modificado la regién lider del transcrito LT. Los triangulos verdes indican las
uORFs putativas existentes en la regién 5’ no codificante; los de color rojo, las mutaciones
realizadas sobre ésta. El andlisis northern muestra los niveles de mRNA correspondientes al
gen marcador en cada uno de los casos.
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Los resultados muestran un efecto inhibitorio de las uORF1 y uORF2. Sélo
cuando se eliminan ambas de la region lider [pAuORF(1+2) y pAuORF(1+2+3+4)], la
traduccién del marcador aumenta un orden de magnitud. En cambio, las uORFs 3 y 4,
no parecen regular la sintesis de luciferasa [pAuORF3, pAuORF4 y pAuORF(3+4)]. La
existencia de uORFs no inhibidoras de la traduccion ha sido descrita previamente en
hongos, como la uORF1, la uORF2 y la uORF3 del transcrito procedente del gen
GCN4, o la uORF1 de YAPI, ambos de S. cerevisiae, entre otros casos (Vilela &
McCarthy, 2003).

Los resultados indican que existe un mecanismo de regulacion
posttranscripcional que afecta negativamente a la traduccién del mensajero LT, cuya
sintesis aumenta cuando Trichoderma esta sometido a condiciones de estrés.

6. EXPRESION CONSTITUTIVA DE gla66 EN T. harzianum CECT 2413

6.1. COTRANSFORMACION DE 7T. harganum CON LOS VECTORES
pLMRS3-gla66 Y p3SR2

Con el objetivo de analizar si gla66 codificaba una glucoamilasa extracelular en
T. harzianum, se llevé a cabo la expresion constitutiva de este gen en el sistema
homologo. Para ello se cotransformé 7richoderma con los vectores pLMRS3-gla66 y
p3SR2 (Figura I11.25; Apartado 3.1.2 y 12.3 de Materiales y Métodos). En el primer
+ vector, el gen gla66 se halla regulado por el promotor constitutivo de la piruvato kinasa
" (ppki) y del terminador de la celobiohidrolasa II (cbh2), ambos de 7. reesei (Mach et al.,
' 1994). El marcador de seleccion amds lo aporta el vector p3SR2 y confiere la capacidad
de usar acetamida como fuente de nitrégeno (Kelly & Hynes, 1985).

Sacll (1493)

Pstl (430)

Figura IIL25. Vectores utilizados en la cotransformacion de 7. harzianum, para la
expresion constitutiva de gla66
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6.2. ANALISIS DE LOS TRANSFORMANTES

El protocolo de cotransformacion seguido se basé en el descrito por Pentilla er
al. (1987). La frecuencia de transformacion obtenida estuvo en torno a los 100
transformantes/ug de DNA. A partir de las colonias crecidas en acetamida, se
seleccionaron diez para someterlas al proceso de estabilizacion (Figura 1.7). De los
transformantes estables, se escogieron las cepas G9, G10 y G12, para su posterior
analisis.

El patrén de integracién y el nimero de copias insertadas en el genomio se
determiné mediante analisis Southern. En el primero de los casos, el DNA genoémico de
las cepas se digirié con la enzima de restriccion Xbal, lo que permiti6 linearizar el
vector hallado en el genoma (Figura II1.26). El sitio de integracion se asemeja en los
tres transformantes, lo que sugiere la presencia de puntos calientes de recombinacion.
Las bandas de mayor intensidad, existentes en los tres casos, reflejan las copias que se
han dispuesto en tandem en el genoma.

Las copias se determinaron tras digerir con la enzima EcoRI, que liberaba el gen
gla66 del vector pLMRS3-gla66, relativizando con respecto a la copia endégena del gen
en la cepa silvestre. El numero de copias oscila entre 5 en los transformantes G9 y G10;
y 4 en la cepa G12.

Cé GY G100 GI12

Figura I11.26. Anilisis Southern de
los transformantes estables
portadores de los vectores
pLMRS3-gla66 y p3SR2

Mediante un analisis northern se comprobé la expresion del gen gla66; a partir
del RNA extraido de las cepas crecidas en MM con glucosa al 2% como fuente de
carbono (Figura I11.27). La expresion constitutiva de gla66 en los transformantes no
presenta una relacion directa con respecto al nimero de copias del gen en la cepa,
indicando la importancia de las secuencias colindantes del sitio de integracion.
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Figura ITL27. Analisis northern de las cepas transformantes portadoras de la construccién
pLMRS3-gla66

Mediante un analisis western, a partir de los sobrenadantes extraidos de las
mismas condiciones de cultivo, se comprobé que la proteina se procesaba y se
exportaba correctamente en los transformantes estables (Figura I11.28). Los niveles de
proteina extracelular se correlacionaban, en este caso, con los de RNA mensajero de las
cepas transgénicas.

wt C6 GY G106 Gi2 M

GLAG6 o s

Figura 1IL28. Anilisis western de las cepas transformantes portadoras de la construccién
pLMRS3-gla66. En la inmunodeteccion realizada sobre los sobrenadantes, se utilizd el
anticuerpo Ab1926 con factor de dilucion 1:5000.

El analisis de los sobrenadantes (Tabla 1I1.7), muestra actividad glucoamilasa a
partir de la proteina codificada por gla66.

Actividad glucoamilasa (U/ml )

2% glucosa
CECT 2413 05+0.1
Cé 04+0.1
G9 322+18
G10 402432
G12 61.2+49

2% maltosa
CECT 2413 76.4+3.0

Tabla I1L.7. Actividad glucoamilasa de las cepas transformantes para gla66
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Los niveles de mRNA de gla66 presentes en la cepa silvestre son inferiores a los
hallados en los transformantes; mientras que la actividad es, por el contrario, superior.
Esto probablemente se debe a que la exportacion de proteinas no se halla favorecida en

el microorganismo cuando crece en un medio rico en glucosa (Palamarczyk et al.,
1998).
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En el presente capitulo, se caracteriza el gen gla66 de T. harzianum CECT 2413,
el cual codifica una glucoamilasa extracelular de 66 kDa, denominada GLA66. La
confirmacién de la actividad enzimatica especifica, se realiza mediante la expresion
constitutiva de este gen en el sistema homologo (Apartado 6 de Resultados III).

La secuencia de esta proteina presenta homologia fundamentalmente con las
glucoamilasas fiingicas; debido a la elevada conservacion de los dominios existentes en
la enzima y, en particular, de los aminoacidos implicados en el centro catalitico y en el
dominio de unién al sustrato. La enzima de T. harzianum presenta caracteristicas
comunes a las glucoamilasas mas evolucionadas, ya que posee dos dominios
diferenciados, unidos por una region bisagra; es una proteina extracelular; y presenta los
sitios propios de glicosilacion, que contribuyen a estabilizar la enzima (Coutinho &
Reilly, 1997). Por otro lado, GLA66 posee homologia con numerosas amilasas y
ciclodextrin glucanotransferasas (CGTasas). En este caso, la similitud se centra
principalmente en la regién carboxilo terminal, donde se localiza el dominio de uni6n al
almidén, comun en estas enzimas. No obstante, la estructura secundaria y terciaria de la
regi6n catalitica de las amilasas es relativamente parecida a la de las glucoamilasas,
siendo de (a/B)s y (o/at)s, respectivamente.

El dominio catalitico de GLA66 contiene la secuencia DLWEEV,
extremadamente conservada en las glucoamilasas. Este dominio contiene los residuos
de glutimico, que actian tedricamente como 4cido y base cataliticos en el proceso de
hidrélisis, a la distancia éptima seglin €l modelo tridimensional de la enzima (Figura
II1.13; Figura II1.15.B) [Radford et al., 1986].

En cuanto a la regulacién del gen gla66, esta sometido a represion por glucosa y
a induccién por maltosa, como se ha descrito previamente en otras glucoamilasas (Gomi
et al., 2000; Radford et al., 1986). El glicerol, en este caso, actua como fuente de
carbono neutra, hecho que ocurre con otros genes de Trichoderma (Henrique-Silva et
al., 1996; Iimén et al., 1997).

A partir del gen gla66 se originan dos mRNAs, con diferentes origenes de
transcripcion, segin las condiciones de crecimiento en las que se encuentre el micelio.
El transcrito ST, de 2.1 kb, origina la proteina GLA66. El transcrito LT, de 2.6 kb,
presenta una regién 5 no codificante o UTR de extension inusual. Esta region lider
consta de cuatro uORFs: la 1 y la 2 codifican péptidos putativos de 23 y 21 residuos
respectivamente; y la 3 y la 4 solapan en fase con la ORF de GLA66.

El modelo de traduccién descrito en eucariotas, predice que los elementos
reguladores hallados en la regién 5-UTR de un transcrito, pueden influir sobre la
accesibilidad del ribosoma a la ORF situada aguas abajo (Gaba et al., 2001; Morris &
Geballe, 2000; revisado en Kozak, 1999). Entre estos elementos en cis, que pueden
regular la traduccién del mensajero, se encuentran los codones AUGs (uAUGS) y, en
algunos casos, las ORFs asociadas o uORFs. Con frecuencia, se ha demostrado que la
presencia de estos elementos en la secuencia lider de los mensajeros influye
negativamente en su traduccion (Vilela et al., 1998; Oliveira & McCarthy, 1995;
revisado en Vilela & McCarthy, 2003). Los mRNAs eucaridticos, considerados como
monocistrénicos, pueden por tanto presentar una estructura compleja semejante a un
policistrén.

La existencia de mensajeros regulados por uORFs en diversos sistemas
biolégicos, como hongos, virus y células de mamiferos, sugiere que esta estrategia
reguladora se halla ampliamente distribuida en la naturaleza. Los casos mejor
estudiados en hongos se refieren a los transcritos cuyos productos estan implicados en la
biosintesis de aminoécidos, como los genes GCN4 y CPAI de S. cerevisiae, cpcA en A.
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nidulans y arg-2 de N. crassa (Hinnebush, 1997; Hoffman et al., 2001; revisado en
McCarthy, 1998; revisado en Sachs, 1998).

El transcrito LT se sintetiza fundamentalmente en situaciones limitantes de
crecimiento; asi como bajo la accidn de determinados agentes o condiciones estresantes,
como déficit de nitrdgeno, metales pesados y bajas temperaturas. Trabajos recientes
refieren la sintesis de dos transcritos a partir del mismo gen SUA7, que codifica el factor
de transcripcion TFIIB de S. cerevisiae, segin las condiciones de crecimiento a las que
se somete la levadura. El estrés y las condiciones desfavorables de crecimiento
conducen a un descenso en la cantidad relativa del transcrito de mayor tamafio (Hoopes
et al., 2000). Por otro lado, se ha descrito la transcripcién desde varios puntos en el gen
SGA de S. cerevisiae (Pardo et al., 1986), que codifica la glucoamilasa intracelular
especifica de esporulacion, que presenta homologia con GLAG66.

La existencia en un transcrito de varios codones de iniciacién en fase, puede
generar proteinas que difieran en su extremo amino terminal (Geballe, 1996). Este es el
caso del gen STA2 de S. cerevisiae, que genera glucoamilasas que se diferencian en la
regidn amino terminal, lo que determina la localizacién de la proteina (Vivier ef al.,
1999). Por ello, se analiz6 si el transcrito LT generaba una enzima de peso molecular
superior al de GLA66; o bien si generaba un precursor cuya proteolisis produciria
proteinas de menor peso molecular, como se describié previamente en el caso de las
glucoamilasas G1 y G2 de A. niger, obtenidas a partir de la hidrélisis de una proteina
precursora (Svensson et al., 1986).

El analisis de la secuencia de la proteina putativa codificada por el transcrito LT,
mediante el programa PESTfind (http://vienna.at.embnet.org/htbin/embnet/PESTfind),
mostré una regién susceptible de proteolisis: 2sRVDTLTPPSPPTKE;¢7, situada en el
dominio catalitico. Este dominio se halla glicosilado, lo que le protege y le hace
relativamente resistente a la accion de las proteasas. En cambio, la region bisagra, suele
ser la mas susceptible a hidrélisis (Radford et al., 1996; Boel et al., 1984b; Svensson et
al., 1986). Estos hechos sugieren que la proteina putativa codificada por el transcrito LT
no constituye un precursor proteico.

No se detecté glucoamilasa alguna en las condiciones donde se producia
unicamente el transcrito LT; lo cual confirmaba la ausencia de actividad en los extractos
(Figura II1.18 y Figura II1.19). La falta de enzima junto con la existencia de uORFs en
la regién lider del mensajero LT, apuntaban a que este mensajero no era traducido. Esta
hipdtesis se comprobd mediante un sistema heterélogo puesto a punto previamente en
levaduras (Vilela ef al., 1998). Los resultados mostraban que la regiéon 5” no codificante
del transcrito LT regulaba negativamente la traduccién del gen marcador. La
desaparicion de los codones de iniciacién de las uORFs 1 y 2, aumentaba la traduccién
en un orden de magnitud (Figura I11.24). Ambas presentan las caracteristicas propias de
las uORFs que se consideran inhibidoras, lo que apoya los resultados obtenidos. Cabe
destacar, que no existe un consenso respecto a la secuencia de los péptidos codificados
por las uORFs, descritas en la literatura. No obstante, poseen la caracteristica comun de
perturbar la secuencia de eventos que ocurre durante la traduccidén, lo que puede
dificultar el paso hacia la ORF que se situe aguas abajo (Geballe, 1996; Grundmann et
al., 2001; Kozak, 1999; Vilela & McCarthy, 2003).

Por un lado, las uORF1 y 2, presentan un contenido rico en G/C inmediatamente
después del codon de terminacion; hecho descrito anteriormente en la uORF1 del gen
YAP2 y en la uORF4 del gen GCN4 de S. cerevisiae (Vilela et al., 1998). Por otro,
presentan una longitud que puede reducir la eficiencia de reiniciacidn. Estudios previos
muestran que €] mRNA apenas se traduce cuando la uORF contiene 30 codones
(Luukkonen et al., 1995). Por ultimo, contienen codones de parada o poco frecuentes en
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la especie (Goldman et al., 1998), lo que puede ralentizar el paso de la maquinaria
traduccional y ocasionar un bloqueo ribosémico en ésta (Komar et al., 1999).

El andlisis de la secuencia de la region reguladora de gla66, muestra una
secuencia proxima al consenso de la caja TATA en la posicién -42 con respecto al
origen de transcripcion del mensajero ST. En cambio, no existe caja TATA ni similar,
en relacion al inicio de la transcripcion del mensajero LT. La presencia o ausencia de
este elemento puede influir en la interaccion de los factores generales de transcripcion y
de la RNA polimerasa con el promotor, y puede contribuir a establecer diferencias en la
regulacion del gen (revisado por Smale, 1997). Trabajos previos describen la
transcripcion diferencial del gen SUA7 de S. cerevisiae, seglin las condiciones de
cultivo, a partir de la zona del promotor que contiene la caja TATA o bien a partir de la
zona en la que esta caja esta ausente (Hoopes et al., 2000).

Se podrian plantear distintas hipdtesis segin los resultados obtenidos. Por un
lado, las condiciones desfavorables para el crecimiento del microorganismo, podrian
desembocar en una situacion estresante en la que se pasaran por alto los controles de
regulacion transcripcional, acumulandose RNA mensajeros innecesarios en procesos
como el de esporulacion. T. harzianum tiende a esporular cuando el micelio se somete a
condiciones limitantes de crecimiento. Un evento parecido se ha descrito en el caso de
A. nidulans, donde se ha comprobado la acumulacién de mensajeros denominados
“inapropiados”, por no corresponder su expresion a las condiciones en las que se halla
el micelio (Prade et al., 2001). Un aspecto interesante en relacion a este tipo de
transcritos, es que la mayoria estan relacionados con funciones de degradacién de
proteinas o de paredes celulares vegetales, sustratos muy abundantes en los habitats
naturales donde se encuentran las especies del género Aspergillus.

El mensajero LT podria considerarse como un transcrito “inapropiado”, donde
la region 5°-UTR constituiria el mecanismo para impedir la traduccidn de una proteina,
que no es necesaria en ese momento. Por tanto, una situacién desfavorable o estresante
para el microorganismo podria desembocar en la transcripcion del gen desde otro inicio
de transcripcion, conteniendo el transcrito las sefiales necesarias para evitar la sintesis
de la proteina correspondiente. Esta regulacion de la traduccién ahorraria energia, que
podria utilizarse en otras funciones prioritarias previas a la esporulacion.

Hay que subrayar que la transcripcion, desde el punto de vista energético, es un
proceso caro para la célula. Por tanto, la sintesis del mensajero LT podria no ser un
evento accidental, constituyendo una consecuencia programada. Parte de las uORFs
existentes en la regiéon 5 no codificante del transcrito LT, contribuyen a inhibir la
traduccion del mensajero (Figura I11.24). Ya que la sintesis de proteina es uno de los
procesos que mas energia consume en la célula, su inhibicién, mediante la existencia de
uORFs, favoreceria el mantenimiento de los niveles de ATP celulares. La regulacion de
la traduccién preservaria la energia hasta que otras fuentes de carbono alternativas
estuvieran disponibles. En trabajos previos, se ha propuesto que la interrupcién de la
traduccion, asociada a la falta de nutrientes en el medio, podria estar implicada en la
reactivacion eficiente de la expresion génica (Ashe et al., 2000). Este hecho ha sido
descrito en S. cerevisiae, donde se ha considerado un efecto indirecto, en €l que la
ausencia de sintesis proteica permite la acumulacion de transcritos y proteinas, que
pueden contribuir a que exista una reprogramacién de la expresion génica eficiente
(Wiatrowski & Carlson, 2003; Ashe et al., 2000). Estudios recientes sugieren un papel
preventivo o implicado en proteccién, del nimero significativo de transcritos que se
acumulan en A. nidulans, en respuesta a estrés (Prade et al., 2001).

T. harzianum, del mismo modo, podria pasar por alto los mecanismos
reguladores y podria acumular transcritos, que confirieran ventajas de proteccion y
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adaptacién a la espora. Teniendo en cuenta este hecho, el transcrito LT podria
depositarse en la célula y ser util durante el proceso de germinacion. El problema que
plantea esta hipdtesis, es que si fuera necesaria una traduccion eficiente, las uUORFs 1 y
2 del transcrito LT deberian eliminarse de la regién lider, ya que la existencia de uno o
mas codones de iniciacién aguas arriba de la ORF principal del mensajero inhibe la
traduccion, la cual depende de la estructura de caperuza o cap de guanina (Kozak,
1999). Una alternativa, seria la existencia de lugares internos de inicio de la traduccion
(IRES); aunque este tipo de fenémeno no ha sido claramente demostrado en hongos
(McCarthy, 1998; Kozak, 2001a). No obstante, se ha mencionado este tipo de proceso
traduccional en células de S. cerevisiae sometidas a estrés nutricional, aunque son
necesarias investigaciones adicionales que confirmen este hecho (Paz er al., 1999).
Recientemente, se han identificado secuencias que funcionan como IRES en la region
lider de los genes YAP! y pl150, que codifican un factor de traduccién implicado en
resistencia a estrés y un factor de inicio de la traduccidn en S. cerevisiae (Zhou et al.,
2001). La traduccion mediante IRES es un proceso independiente de cap de guanina.
Necesita de estructuras secundarias, de determinados factores proteicos, asi como de
secuencias complementarias al rRNA 18S (Kozak, 2001). Este tipo de proceso
traduccional se activa bajo condiciones de estrés, donde la traduccidén dependiente de
cap se halla bloqueada y la iniciacién depende de las IRES (Meijer & Thomas, 2002).

Numerosos trabajos refieren el papel de las uORFs en los mecanismos de control
posttranscripcional, en la inhibicién o en la reduccidn basal de los niveles proteicos en
levaduras y otros hongos (Geballe, 1996; Kozak, 1999; Sachs, 1998; Vilela &
McCarthy, 2003). El presente estudio, refleja dos eventos de transcripcién a partir de un
mismo gen, dependientes de las condiciones de crecimiento; a los cuales se asocia una
regulacion posttranscripcional mediada por uORFs. Sera necesario un estudio profundo,
para conocer el sentido bioldgico del transcrito LT de T. harzianum.
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1. El gen chit33 de T. harzianum CECT 2413 esta regulado positivamente por los
sustratos sobre los que actia la quitinasa.

2. La falta de fuente de carbono y/o de nitrogeno, la presencia de polimeros de dificil
asimilacién como la quitina y los choques térmicos, inducen la expresion del gen chir33.

3. La induccién del gen chit33 es dependiente del contacto con los patdgenos
ensayados, Rhizoctonia solani y Botrytis cinerea.

4. Las plantas transgénicas psCHIT33 expresan la quitinasa CHIT33 de 7. harzianum de
forma activa.

5. Las plantas transgénicas psCHIT42, psCHIT33 y psCHIT33x42, portadoras de las
quitinasas CHIT42, CHIT33 y de ambas respectivamente, presentan mayor resistencia
que las plantas silvestres a los fitopatogenos R. solani y Pseudomonas syringae pv
tabaci, asi como a estrés producido por sal y por metales pesados.

6. El efecto sinérgico producido por las quitinasas CHIT33 y CHIT42 in vitro, no se
reproduce en las plantas de tabaco que coexpresan ambas quitinasas.

7. El gen gla66 de T. harzianum CECT 2413 presenta dos origenes de transcripcion
separados por 508 pb, generando dos transcritos de 2.16 kb (ST) y de 2.6 kb (LT),
respectivamente.

8. El transcrito ST codifica una glucoamilasa extracelular, GLA66, que presenta
dominios conservados en otras enzimas amiloliticas.

9. La expresion de gla66 se reprime por catabolito de carbono; se induce por sustrato,
generando el transcrito ST, y se desreprime en condiciones de estrés nutricional,
generando mayoritariamente el transcrito LT.

10. Existe un mecanismo de regulacion posttranscripcional, mediado por uORF, que
afecta negativamente a la traduccion del mensajero LT.
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