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1. EL HONGO ANTAGONISTA Trichoderma spp.
1.1. Caracteristicas generales e interés agronéomico.

Las especies del género Trichoderma han sido objeto de intensos estudios,
dadas sus numerosas aplicaciones practicas. Su descubrimiento tuvo lugar durante la
guerra de Corea, en el sudeste asidtico, como consecuencia de los destrozos que
producia en las ropas de algodén de los soldados y las tiendas de campafia. Mds tarde,
se encontrd que este hongo, actualmente denominado 7. reesei, excreta una bateria de

celulasas capaces de degradar la celulosa hasta obtener glucosa (Reese y Mandels,
1950).

El género Trichoderma agrupa una serie de especies de hongos filamentosos
saprofiticos del suelo, que, por carecer de ciclo sexual conocido, se han incluido en el
grupo de los Deuteromicetos u hongos imperfectos. Recientemente, sin embargo, se ha
identificado al género Hypocrea como la forma perfecta de la forma imperfecta
Trichoderma, por lo cual esta clasificacion es incorrecta (Samuels, 1996).

La taxonomia de Trichoderma es atin muy imprecisa, dada la imposibilidad de
realizar cruces genéticos con ellos. Una primera clasificacién (Rifai, 1969), basada en
criterios morfoldgicos, incluia nueve grupos o “agregados”. Mds tarde, y gracias al
analisis de fragmentos de restriccion del DNA mitocondrial (Meyer e al., 1992), se
establecieron cinco grupos que incluian nueve especies diferentes de Trichoderma: el
grupo | formado por T. reesei y T. todica; el grupo I, por T. longibrachiatum, T.
polvsporum, T. koningii y T. pseudokoningii; el grupo III, constituido por T.
virgatum; el IV, por T. saturnisporum, y finalmente, el grupo V, constituido porT.
harzianum.

El micelio de Trichoderma esta formado por hifas tabicadas mds o menos
ramificadas, con células plurinucleadas. El nimero de cromosomas por niicleo se ha
estudiado mediante técnicas de electroforesis en campo pulsante, y se han encontrado
entre 5 y 7 cromosomas, segin los grupos y las especies. Mintylld er al., 1993,
encuentran 7 cromosomas en 7. longibrachiatum. Herrera-Estrella er al., 1993,
encuentran 6 cromosomas en 7. harzianumy T. reesei, y 5 en T. viride, mientras que,
seguin Carter et al., 1992, T. reesei tiene 7 cromosomas. Las diferencias encontradas en
la misma especie puede ser una consecuencia de la inclusién artificial de diferentes
cepas en la misma especie, debida a los criterios de clasificacién del género, que, como
se ha indicado previamente, no incluyen estudios de cruzamiento genético. Por otra
parte, pueden existir cromosomas homoélogos de distinto peso molecular en las especies
diploides.

Las especies del género Trichoderma se caracterizan por su versatilidad
metabdlica. Son capaces de utilizar una amplia gama de compuestos como fuente de
carbono y nitrégeno, incluidos, entre otros, mono o polisaciridos, purinas,
pirimidinas, amino4cidos, 4cidos orgdnicos e incluso metanol y formiato, como fuente
de carbono, y amonio, aminodcidos, urea, nitrato o nitrito, como fuente de nitrégeno
(revisado en Papavizas, 1985).



Las esporas de Trichoderma, denominadas conidios, poseen generalmente un
solo nicleo haploide (Rosen er al., 1974), son ovoides, de color verde, y se forman
sobre estructuras ramificadas denominadas conidiéforos. La esporulacién es
fotoinducible, es decir, tiene lugar sélo en presencia de luz, preferiblemente visible o
cercana al ultravioleta (Gressel y Hartmann, 1968), aunque también se puede inducir en
ocasiones por falta de nutrientes (Horwitz er al., 1985). Condiciones nutricionales o
hidricas adversas permiten la formacién de otro tipo de estructuras asexuales de
resistencia, denominadas clamidosporas, cuyo papel ecolégico no estd lo
suficientemente claro (LLewis y Papavizas, 1984).

La germinacion de los conidios de Trichoderma se produce en numerosos
sustratos. Sin embargo, la ausencia de germinacién en agua destilada indica que la
iniciacién de este proceso requiere una fuente externa de nutrientes (Danielson y Davey,
1973). Las clamidosporas sélo son capaces de germinar en medios nutritivos (Lewis y
Papavizas, 1983). La dormancia de las clamidosporas, que se interrumpe en presencia

de nutrientes, es consecuente con su naturaleza de estructura de resistencia (Papavizas,
1985).

Las especies del género Trichoderma son ubicuas, y viven practicamente en
cualquier tipo de suelo, especialmente en hdbitats ricos en materia organica. Son
colonizadores secundarios, como lo indica su presencia en materia orgdnica en
descomposicién. Se encuentran también en la superficie de raices, en cortezas,
especialmente si estdn dafiadas, y asociados a propdgulos de otros hongos. A pesar de
su amplio nicho ecolégico, la prevalencia de Trichoderma en un determinado hébitat
depende de las condiciones fisico-quimicas del mismo, asi como de la especie analizada
(revisado en Papavizas, 1985).

Ademas de su ubicuidad y versatilidad metabdlica, Trichoderma presenta una
serie de caracteristicas que lo convierten en un organismo de gran interés comercial.
Algunas de sus especies producen grandes cantidades de celulasas, enzimas que
degradan la celulosa hasta producir glucosa (Montenecourt, 1983). La utilizacién de las
celulasas tiene gran interés en una serie de procesos industriales, como las
fermentaciones alcohdlicas, el procesamiento de la celulosa y el almidén, y la
produccién de zumos vegetales (Wood, 1989). Su capacidad de excretar proteinas y la
existencia de mutantes deficientes en actividad proteasa, unidas a la existencia de
métodos de transformacién, convierten a este hongo en una alternativa a los organismos
ya utilizados para la produccién a gran escala de proteinas de mamiferos. Una prueba

de ello es la eficiente expresién de la quimiosina de ternera en Trichoderma (Harkki et
al., 1987).

Sin embargo, la importancia del género Trichoderma estriba sobre todo en su
capacidad de limitar el crecimiento y la propagacién de muchos hongos patégenos de
plantas, fendmeno que se denomina control biolégico o biocontrol. Los agentes de
control biolégico se conocen desde hace mds de 60 afios (Weidling, 1934), y su uso en
la lucha contra los hongos fitopatdgenos presenta grandes ventajas frente a las técnicas
tradicionales .



La utilizacién de fungicidas quimicos tiene graves consecuencias ecoldgicas,
puesto que normalmente destruyen una mas o menos amplia gama de microorganismos
que incluye al fitopatégeno. Puede, ademads, repercutir negativamente en la salud de los
animales que ingieren las plantas tratadas, incluido el hombre. Ademads, existe la
necesidad de renovar en cada cosecha el pesticida utilizado, y en ocasiones, alternar su
uso con otros, puesto que pueden surgir cepas de patégenos resistentes (Cornelissen er
al., 1993). Esto tiene serias repercusiones econémicas: sélo en Europa, el coste del
tratamiento del trigo con pesticidas se ha estimado en mds de 80 millones de ECUs
anuales (Lamb er al., 1992). Los paises en vias de desarrollo o subdesarrollados, mas
necesitados, ademads, de una agricultura sostenible, son los principales perjudicados en
este sentido.

Frente a este control tradicional de las enfermedades producidas por hongos en
las plantas, el control biolGgico parece reunir todas las ventajas. En lineas generales, el
biocontrol altera el ambiente que rodea un cultivo para favorecer a los organismos que
contribuyen a su salud y vigor (Cook y Baker, 1983). Por otra parte, el agente de
control biolégico es capaz de impedir el crecimiento y desarrollo de los organismos
patégenos, fenémeno denominado antagonismo, y que es de vital importancia en el
proceso global de biocontrol.

En muchas ocasiones, el agente de control biolégico es capaz de crecer y
colonizar partes de la planta como el sistema radicular, protegiéndolo de los
fitopatégenos. Ademds, a veces, el agente de biocontrol favorece el crecimiento de la
planta, obteniéndose mayores rendimientos ademds de la ventaja que supone el control
directo de la enfermedad. Por otra parte, la localizacién restringida del agente de
biocontrol alrededor de la raiz minimiza la presién de seleccién que favoreceria la
aparicion de especies de fitopatégenos resistentes (Handelsmann y Stabb, 1996).

Varias especies de Trichoderma han sido descritas como antagonistas de una
amplia variedad de hongos fitopatégenos (Papavizas, 1985). Ya Weindling, en 1932,
sugirié que se podria controlar una serie de hongos patégenos por adicién al suelo de
inéculos de este hongo. De hecho, Trichoderma presenta una serie de caracteristicas
muy ventajosas para su utilizacién como agente de control biolégico (revisado por
Jeffries y Young, 1993). En primer lugar, presenta un efecto antagénico contra una
gran variedad de hongos patGgenos de plantas. Ademds, crece muy ripidamente,
necesita pocos nutrientes para su desarrollo, y es capaz de vivir en suelos 4dcidos y
basicos. Tras fumigar un suelo, Trichoderma se recupera rdpidamente y recoloniza el
suelo tratado. Produce abundantes esporas, y necesita pocos requerimientos para
germinar. Por otra parte, Trichoderma favorece la formacién y el desarrollo de las
micorrizas, y estimula directamente el crecimiento de las plantas en ausencia de hongos
patégenos, produciendo o estimulando la producciéon de fitohormonas. De hecho, se ha
utilizado como suplemento en una variada gama de cultivos horticolas (Baker, 1989).

Las especies del género Trichoderma, y la especie afin Gliocladium virens
(recientemente reclasificada como Trichoderma virens) han sido utilizadas en
numerosas ocasiones como agentes efectivos de control biolGgico. En la tabla 1 se
muestran los diversos hongos fitopatégenos que han sido controlados por estas
especies.



Especie de Trichoderma Planta tratada Patogeno combatido
T. hamatum trnigo y grama “take-all”
narciso Fusarium oxysporum

varias plantas
algodén, leguminosas,
‘patatas, remolacha, rdbano

Rhizoctonia solani
R. solani

T. harzianum

remolacha, tomate, judia,
girasol

ajo

lechuga

patata

narciso, tomate, algodén,
melon, patata

lechuga, algoddn, judia,
patatas, remolacha, rabano,
zanahoria, tabaco

Sclerotium rolfsii

Sclerotium cepivorum
Pythium ultimum
Sclerotinia minor
Sclerotinia sclerotium
Phytophtora spp.
Fusarium oxvsporum

R. solani

tomnate Verticilium spp.
frutales Armillaria mellea
T. koningii trigo y grama “take-all”
leguminosas R. solani
T. polvsporum Fomes annosus
T. reesei varios pat6genos
T. viride Penicillium digitatum
judia S. rolfsii
lechuga P. ultimum
narciso F. oxysporum
algodén, tomate, R. solani
leguminosas, patatas,
remolacha
patata Verticilium spp.
Trichoderma spp. tomate S. rolfsii
Fusarium solani
F. equiseti
F. oxysporum
Gliocladium  virens (T. judia S. rolfsii
virens)
patata R. solani
manzano Phytophtora spp.
root rot

Tabla 1. Hongos fitopatégenos controlados por diferentes especies de Trichoderma

(modificado de Rice, 1995 y de De la Cruz, 1994.

1.2. Antagonismo y micoparasitismo.

El antagonismo natural de Trichoderma frente a otros hongos es el resultado de
varios procesos de distinta naturaleza: competicién, antibiosis y micoparasitismo
(Papavizas, 1985). Si bien la importancia relativa de estos mecanismos no esti clara, y
parece que depende de la pareja antagonista-victima elegida, es posible que los tres
actien de forma secuencial, combinada, o bien sinérgica.



1.2.1. Competicién.

La supresién de patégenos por Trichoderma se ha atribuido en ocasiones a la
monopolizacién de los nutrientes de la rizosfera por el antagonista, en detrimento de la
nutricién del hongo parasitado (Sivan y Chet 1989). Entre los nutrientes mas limitantes
se encuentra el hierro, cuya baja concentracién en el suelo en forma soluble (menos de
10-18 M a pH neutro) origina una verdadera lucha por su obtencién (Handelsmann y
Stabb, 1996). Se ha descrito la produccién de sideréforos por parte de 7richoderma,
del tipo de los de las bactenas del género Pseudomonas. Los siderdforos consisten en
un ligando con alta afinidad para el hierro y una proteina de transporte al interior de la
célula, y su presencia ha sido asociada en algunas especies dePseudomonas con su
capacidad de ejercer control biol6gico (Duijff er al., 1994; Buysens et al., 1996). Sin
embargo, en las especies de Trichoderma analizadas no se ha encontrado una buena
correlacién entre la actividad antagonista y la produccién de sideréforos.

El nutriente mas abundante de la rizosfera es la celulosa. Se ha sugerido que un
eficaz aprovechamiento de este polimero podria favorecer el establecimiento de las
especies de Trichoderma en la rizosfera. Al analizar unos mutantes de 7. harzianum,
Ahmad y Baker (1987) encuentran una relacidén positiva entre la actividad celulasa y la
capacidad de colonizar la rizosfera. Sin embargo, Kohl y Schlosser (1990) determinan
la capacidad antagonista frente a Rhizoctonia solani y la actividad celulolitica de
diferentes estirpes de Trichoderma spp. Los resultados muestran que no existe
correlacién entre las dos caracteristicas analizadas.

La competicidn por el espacio parece ser otro mecanismo que podria explicar el
antagonismo ejercido por Trichoderma en algunos casos. Trichoderma es un hongo
muy versatil, austero en sus requerimientos nutricionales, y capaz de producir gran
cantidad de esporas en lapsos cortos de tiempo: es, en definitiva, un buen colonizador.
El establecimiento de Trichoderma en los capuchones florales de las vides protege a los
racimos de uvas de la infeccién por Botrytis cinerea, puesto que sus hifas no son
capaces de instalarse en el espacio ocupado por el antagonista (Davet, 1990).

1.2.2. Antibiosis.

En numerosos sistemas de biocontrol estudiados, la supresién de la enfermedad
ha sido atribuida a la produccién de uno o varios antibiéticos, volatiles o no, por parte
del antagonista (revisado por Handelsman y Stabb, 1996). Algunas especies de
Trichoderma, sobre todo T. (G.) virens, producen antibidticos; entre ellos, cabe citar la
gliotoxina, la viridina, la diketopiperazina gliovirina, el sesquiterpenoide trichodermina,
y los antibiéticos peptidicos alemeticina y suzukamicina (Papavizas, 1985; Lumsden et
al., 1992) . Muchos de ellos han demostrado su actividad antiftingica in vitro (Howell,
1987, Lewis er al., 1989). La produccién de los antibidticos no parece ser un fenémeno
propio del cultivo de los hongos en el laboratorio, sino que se han encontrado también
en el suelo, asociados a fenémenos de control biolégico, de tal forma que las cepas de
G. virens con mayor capacidad de produccién de antibidticos son capaces de controlar
de forma mas efectiva los patégenos Rhizoctonia solani 'y Pythium ultimum (Lumsden
etal., 1992). Reciprocamente, mutantes de G. virens que no producen gliotoxina ven
mermada su capacidad de controlar las enfermedades producidas por Phytium (Wilhite
etal., 1994).



1.2.3. Micoparasitismo.

El micoparasitismo es una asociacién de dos hongos, en la que uno de ellos
ataca al otro y le extrae sus nutrientes, en parte o en su totalidad, sin ofrecer ningin
beneficio a cambio. El término hiperparasitismo se aplica al fenémeno mediante el cual
un organismo ataca a otro que es, a su vez, parasito o patégeno.

Los micopardasitos pueden ser bidtrofos, es decir, que obtienen los nutrientes de
los organismos parasitados sin matarlos, o necrétrofos, es decir, que matan a sus
victimas antes o durante la invasién de sus células. Estos dltimos son de amplio
espectro, y su modo de accidn es poco especializado, mientras que los micoparasitos
bidtrofos suelen ser muy especificos, y normalmente presentan estructuras
especializadas a través de las cuales absorben los nutrientes (Lewis er al., 1989).

El género Trichoderma incluye especies hiperpardsitas, especialmente 7.
harZianumy T. viride, con caracteristicas intermedias entre los micoparasitos biétrofos
y los necrétrofos, pues, si bien matan a los hongos que parasitan, también forman
estructuras especializadas que les permiten establecer el contacto y la penetracién.

El micoparasitismo ejercido por Trichoderma incluye una serie de etapas
sucesivas. En primer lugar, las hifas del patégeno son reconocidas a distancia por el
micoparasito, y, aunque no se conoce el mecanismo bioquimico responsable de este
fendmeno, se piensa que Trichoderma detecta un gradiente quimico con origen en el
hospedador. A continuacidn, el patégeno es reconocido por el pardsito. Las hifas de
ambos hongos crecen paralelas sin establecer contactos (Dennis y Webster, 1971). La
identificacién de las caracteristicas de la superficie del patégeno se lleva a cabo a través
de interacciones entre las lectinas del hongo atacado y residuos de aziicares de la pared
celular de Trichoderma. De hecho, Trichoderma no es capaz de establecer la interaccion
micoparasita con fibras de nylon de idéntico didmetro que el hongo Phythium ultimum
(Dennis y Webster, 1971), frecuentemente parasitado por Trichoderma, salvo que éstas
hayan sido previamente tratadas con la lectina vegetal concanavalina A o con una lectina
aislada de Sclerotium rolfsii (Inbar y Chet, 1992). Tras el reconocimiento del patégeno,
Trichoderma se enrolla alrededor de sus hifas mediante unas estructuras especializadas
que reciben el nombre de apresorios u horquillas. Este fenémeno se puede visualizar
con ayuda de la microscopia dptica y electrénica de barrido (Elad er al., 1983). La
tltima etapa es la penetracién del antagonista en el interior del micelio del hospedador.
Se han propuesto dos mecanismos que actuarian sinergisticamente para permitir la
invasion intracelular: una accién mecanica en los sitios de interaccién (Goldman, 1993),
y una bien establecida lisis enzimética de las paredes del patégeno en las zonas de
contacto (revisado en Haran er al., 1996; Elad et al., 1982; Ridout et al., 1988; Sivan y
Chet, 1989). La microfotografia de la figura | presenta la visualizacién al microscopio
electrénico de barrido de las zonas de penetracién tras eliminar las hifas de
Trichoderma. Se pueden apreciar claramente zonas de lisis enzimética en las hifas del
patégeno (Elad er al., 1983b). Una vez ha accedido al espacio intercelular de la victima,
el micoparasito digiere su contenido, tras lo cual, en muchas ocasiones, esporula (Elad
etal., 1984).



Figura 1. (A). Enrollamiento y penetracion de T. hamatum sobre hifas de R. solani. (B).
Hifa de R. solani tras eliminar las del micopardsito. Las zonas de lisis se tifien
especificamente con calcoflior, que se une a los extremos de oligdmeros que resultan de
la degradacion enzimdtica de los polimeros de la pared celular, fundamentalmente
quitina.

Si bien la competencia y la antibiosis revisten cierta importancia en el proceso
general de antagonismo ejercido por el género Trichoderma, la mayoria de los estudios
realizados hasta el momento coinciden en atribuir al micoparasitismo, y en concreto, a
la produccién de enzimas hidroliticas que degradan la pared celular de los hongos
parasitados, el papel principal en este complejo sistema. Al analizar las actividades
quitinasa y glucanasa de diferentes cepas de 7. harzianum cuando son enfrentadas a
diversos hongos fitopatégenos, se observa que la actividad hidrolitica de cada cepa es
diferente y varia segtin la victima. En cualquier caso, los datos demuestran que la
produccidn en cada caso de enzimas hidroliticas estd correlacionada con la aptitud de
cada cepa de Trichoderma de controlar al patégeno respectivo (Elad ez al., 1982, Ridout
et al., 1986, Chet, 1990). En cambio, unos mutantes no micoparasitos de G. virens
mantienen la capacidad antagonista (Howell, 1987).

En resumen, se ha sugerido en numerosas ocasiones que el micoparasitismo
constituye el principal mecanismo de biocontrol ejercido por Trichoderma, aunque su
contribucién a la supresion de los fitopatégenos no estd completamente aclarada, y
parece depender del dio antagonista-patégeno en estudio. En general, y a tenor de los
datos de los diferentes grupos, la produccién de antibidticos parece revestir mds
importancia en el caso de las diferentes cepas de G. (T.) virens analizadas, mientras que
las especies de Trichoderma suelen ejercer el control bioldgico a través del
micoparasitismo, dentro del cual la excrecién de enzimas hidroliticas (especialmente
quitinasas y glucanasas) juega un importante papel. El anélisis de mutantes deficientes
en dichas hidrolasas o de transformantes en los cuales la expresidn de los genes que las
codifican esté anulada, ayudard a determinar la importancia de las hidrolasas en el
proceso micoparasitario.



1.3. Enzimas hidroliticas asociadas al proceso micoparasitario.

Como se ha explicado anteriormente, el mecanismo mas aceptado de
penetracidn a través de la pared celular del patdgeno en el proceso micoparasitario es la
excrecién de enzimas hidroliticas que la degradan. A continuacién, las hifas de
Trichoderma se introducen en el interior del hospedador y degradan su contenido
celular.

1.3.1. La pared celular de los hongos.

La pared celular es una estructura dindmica y muy organizada. Sirve de barrera
mecanica y quimica con el exterior, es responsable de la forma celular, permite la
integridad osmética, actiia como filtro para al secrecion e incorporacidn de sustancias, y
constituye una rica reserva de carbono. Por otra parte, permite a los hongos generar
turgor, que, junto con las enzimas que degradan paredes, contribuye a [a penetracién de
las hifas en sustratos orgdnicos (ver apartado 2.1. de esta Introduccion; Wessels,
1984).

La pared celular fingica estd compuesta bdsicamente de carbohidratos, que
constituyen entre un 80 y un 90% de su peso seco. Proteinas, lipidos, pigmentos
(melanina) y sales minerales constituyen el 10-20% restante. El estado de agregacién de
los componentes de la pared celular de los hongos define dos tipos de estructuras en la
misma: una fibrilar, en la cual las cadenas de polisacdridos que lo forman se enlazan
formando fibras, y otra matricial, en el cual otros polisaciridos mas solubles en agua
actian como matriz cementante e impiden la compresién de la pared celular (Wessels,
1994). Normalmente, los componentes fibrilares se encuentran en las capas mads

interiores de la pared, mientras que los matriciales se sitdan en las capas exteriores
(Peberdy, 1990).

La celulosa, homopolimero fibrilar de moléculas de glucosa unidas con enlaces
B-1,4-glucosidicos, es el componente mayoritario de las paredes celulares de los
oomicetos, y la quitina, homopolimero fibrilar de N-acetil-glucosamina (GlcNAc) con
enlaces B-1,4-glucosidicos, es el componente principal de las paredes de los demas
grupos de hongos (quitidriomicetos, zigomicetos, ascomicetos y basidiomicetos). El
tercer polisacarido fibrilar fundamental es el B-glucano, polisacdrido de glucosa con
enlaces -1,3-glucosidicos y con ramificaciones de glucosa unidas mediante enlaces 3-
1,6-glucosidicos.

Los polisacdridos de la estructura matricial son el quitosan (forma desacetilada
de la quitina), los galactanos y los a-glucanos, de los cuales, el a-1,3-glucano o
pseudonigeran, es el mds frecuente, y a veces alterna con a-1,4-glucanos (nigerdn). Las
manoproteinas, glucoproteinas con alto contenido en manosa, son también abundantes
en la matriz de las paredes de algunos grupos de hongos.

En cuanto a las proteinas de la pared, ademas de las ya citadas manoproteinas
que tienen un papel estructural, existen proteinas con actividad enzimdtica asociadas a
los componentes matriciales. Son fundamentalmente hidrolasas (fosfatasas 4cidas,
amilasas, proteasas y 3-glucosidasas, entre otras) que permiten la conversién de sus
sustratos en sustancias facilmente asimilables (Peberdy er al., 1990). Las hidrofobinas



a la pared celular fiingica y se expresan abundantemente durante ciertas etapas del
desarrollo, especialmente durante la formacién de estructuras aéreas. Este grupo de
proteinas ha recibido recientemente mucha atencién, pues parece que juega papeles
importantes en la dispersién de las esporas, la adhesién a las superficies hidréfobas de
plantas e insectos, e incluso en el crecimiento del hongo en la planta y la formacién de
haustorios (revisado por Wessels, 1994).

La biogénesis de la pared celular esta relacionada con la morfogénesis flingica.
Durante el transito de las formas levaduriformes a las fungiformes que sufren los
hongos dimérficos, el patrén estructural y la composicion de la pared celular se alteran.
La importancia de este hecho se pone de manifiesto en Candida albicans, puesto que
solamente la forma levaduriforme es patégena, siendo inocua [a forma fungiforme.

Los hongos filamentosos crecen apicalmente, gracias a la accién secuencial y
equilibrada de enzimas de degradacidn y de sintesis de los componentes de la pared. En
primer lugar, la hidrdlisis de los polimeros de la pared permite a las sintetasas la
incorporacién de mas mondmeros en los extremos que producen, con el consiguiente
alargamiento (revisado por Sentandreu et al., 1994, y por Sietsma y Wessels, 1994)

Puesto que los polisacaridos mds abundantes en la paredes celulares de los
hongos filamentosos, salvo de los oomicetos. son la quitina y los B-glucanos, las
enzimas mas importantes en el proceso micoparasitario serdn las encargadas de su
hidrdlisis, es decir, las quitinasas y las B-glucanasas.

1.3.2. Enzimas hidroliticas de polimeros de la pared celular de hongos.

Las especies de Trichoderma secretan una serie de enzimas hidroliticas que le
permiten degradar los componenetes de la pared celular de los hongos a los que
parasita. 7. reesei ha sido reconocido como uno de los microorganismos con mayor
poder celulolitico (revisado en Nevalainen et al., 1991), y produce endoglucanasas
(EG, EC 3.2.1.4), exoglucanasas o celobiohidrolasas (CBH, EC 3.2.1.91) y 8-
glucosidasas (BGL, EC 3.2.1.21), para degradar secuencial y sinergisticamente la
celulosa hasta producir, en primer lugar, celobiosa y oligosacéridos cortos solubles, y,
mds adelante, los monémeros de glucosa. Sin embargo, la degradacién de la celulosa
no tiene un papel relevante en el proceso del micoparasitismo, y, aunque las enzimas y
los genes correspondientes han sido estudiado en detalle, asi como su regulacién, este
trabajo se centrard en el estudio de las actividades enzimaticas que guardan una relacién
directa con el micoparasitismo, es decir, quitinasas, glucanasas (B-13- y B-1,6
glucanasas) y proteasas.

En cuanto a las proteasas, se ha encontrado que el pretratamiento de paredes de
Fusarium oxysporum con proteasas favorece la posterior lisis de las mismas con
glucanasas y quitinasas, y se ha sugerido que la resistencia a la lisis por enzimas
hidroliticas exhibida por las paredes de Fusarium podria deberse a la existencia de un
componente proteico en las mismas (Sivan y Chet, 1989). Ridout er al. (1988)
encuentran actividad proteasa en cultivos de 7. harzianum que contenian paredes de R.
solani como fuente de carbono. Posteriormente, se ha clonado el gen de una proteasa
alcalina de 7. harzianum, prbl, y se ha comprobado su induccién en condiciones de
micoparasitismo simulado (cultivos del hongo en quitina, paredes de hongos o micelios



micoparasitismo simulado (cultivos del hongo en quitina, paredes de hongos o micelios
autoclavados como unica fuente de carbono), y en las zonas de interaccién entre R.
solani'y T. harzianum cuando ambos hongos se enfrentan en cultivos duales en placas
(Geremia et al., 1993).

1.3.2.1. Las B-glucanasas.

Se han encontrado -1,3-glucanasas en numerosos organismos, desde bacterias
hasta hongos, algas, plantas superiores y moluscos (Pitson ez al., 1993). Existen dos
tipos de B-1,3-glucanasas (1,3-B-glucosidasas), dependiendo de su mecanismo de
accion: las endo-B-1.3-glucanasas (EC 3.2.1.39), que actdan en el interior de las
moléculas, liberando oligosacaridos mas cortos, y las exo-B-1,3-glucanasas (EC
3.2.1.58), que liberan el mondémero, glucosa, a partir del extremo no reductor del
polimero.

Las funciones de las 3-1,3-glucanasas son diversas, dependiendo de su origen.
Las bacterias carecen de glucanos en su pared celular; por consiguiente, el papel de las
glucanasas en estos organismos podria ser nutricional, asociado a la capacidad de lisar
paredes de hongos filamentosos y levaduras, estas tltimas muy ricas en 83-1,3-glucanos
(Andrews y Asenjo, 1987). Las 3-1,3-glucanasas de levaduras, a su vez, poseen un
papel morfogenético fundamental, y participan en los procesos de hidrdlisis controlada
de la pared celular asociados a la gemacién, la expansidn celular y la esporulacion
(Muthukumar er al., 1993).

La funcién de las B-1,3-glucanasas de plantas es fundamentalmente defensiva
ante los ataques de microorganismos (Mauch e al., 1988). Esta enzima posee también
papeles endégenos en las plantas, puesto que, en primer lugar, éstas contienen calosa,
un B-glucano que forma deposiciones transitorias en las paredes celulares de zonas
agredidas. Ademads, se ha sugerido que su accidn es requerida en una serie de procesos
morfogenéticos (Fincher, 1989). La funcidn y regulacién de las 3-1,3-glucanasas de las
plantas serd analizada en el apartado 3.1. de esta Introduccioén.

En los hongos filamentosos, se han sugerido varias funciones para las 8-1.3-
glucanasas. En primer lugar, poseen un papel morfogenético, similar al ya descrito para
las levaduras, durante el crecimiento y la diferenciacién celular (Peberdy, 1990). Un
segundo papel es el nutricional, asociado a procesos autoliticos originados por carencia
de carbono, en el cual los hongos movilizan la glucosa contenida en sus paredes,
mayoritariamente en forma de B-1,3-glucanos (Rapp, 1992). En hongos saprdfitos y
micopardsitos, las 8-1,3-glucanasas participan en la hidrélisis de los componentes de
las paredes de los hongos que constituyen su alimento (Papavizas, 1985; Ridout ef al.,
1988). Ademas, los hongos patégenos de plantas podrian utilizar las $3-1,3-glucanasas
para degradar la calosa que se deposita en las paredes celulares vegetales cuando se
producen agresiones.

T. harZianum secreta una serie de B-1,3-glucanasas cuya implicacién en el
proceso micoparasitario ha sido ampliamente aceptada (Ridout er al, 1988).
Recientemente, se ha comprobado la actividad antifingica in vitro de una B-1,3-
glucanasa de T. harzianum P1, capaz de inhibir la germinacién y la elongacién de
Botrytis cinerea (Lorito et al., 1994).
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Ademads de las B-1,3-glucanasas, existen otras glucanasas que degradan enlaces
menos abundantes en las paredes celulares fingicas. En T. harzianum CECT 2413 se
han encontrado dos B-1,6-glucanasas, capaces de inhibir la germinacién de esporas de
Botrytis cinerea'y Gibberella fujikuroi (De la Cruz et al., 1995). Aunque los enlaces §3-
1,6-glucosidicos son minoritarios en las paredes celulares, su hidrélisis podria facilitar
la de otros componentes de la pared celular, como lo sugiere el efecto sinérgico que
presentan estas proteinas con otras hidrolasas (quitinasas y 8-1,3-glucanasas) aisladas
de T. harzianum CECT 2413 (De la Cruz et al., 1995).

En la tabla 2 se muestra un resumen de las B-glucanasas de 7. harzianum que se
han aislado y caracterizado, asi como de la regulacién de los genes que las codifican.

Estirpe Tipo de Peso Regulacién Regulacion Referencia
glucanasa molecular de la del gen
aparente actividad
TMI 60622 Exo-B-1,3 31kDa N.D. N.D. Kitamoto er
al., 1987
N.D. Exo-B-1,3 40 kDa N.D. N.D. Dubourdieu
etal., 1985
P1 Endo-83-1,3 78 kDa N.D. N.D. Lorito er dl.,
1994
CECT 2413  Endo-8-1,3 81 kDa Nivel basal en  Inducible por De la Cruz et
Glc; inducible  quitina, al., 1995 b
por quitina y laminarina y
polimeros de micoparasitismo
Gle, y por simulado
micoparasitismo
simulado .
CECT 2413 Endo-8-1,6 66 kDa Nivel basal en N.D. De la Cruz et
Glc; inducible al., 1995 a
por quitina y
polimeros de
Gle, y por
micoparasitismo
simulado .

CECT 2413 Endo B8-1,6 43 kDa idem Desreprimido De la Cruz et
por hambre de  al., 1994,
glucosa Lora et al,

1995

Tabla 2. B-1,3- y B-1,6-glucanasas de T. harzianum.
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1.3.2.2. Las quitinasas.

La quitina es el segundo compuesto mas abundante en la naturaleza, después de
la celulosa. No es de extraar, pues, su ubicuidad en los seres vivos. Est4 presente en
bacterias, levaduras, hongos filamentosos, protozoos, nematodos, plantas, celentéreos,
moluscos y artrépodos (Jeuniaux, 1966).

Las degradacién de la quitina tiene [ugar en una serie de etapas consecutivas y
sinérgicas, con la actuacién de varios tipos de enzimas hidroliticas. Las endoquitinasas
(EC 3.2.1.14) hidrolizan enlaces B-1,4-glucosidicos del interior de la molécula de
quitina, liberando oligosacéridos cortos; las exoquitinasas (EC 3.2.1.14) actdan sobre
el mismo enlace, pero liberan el dimero de GIcNAc (la quitobiosa) desde el extremo no
reductor de la molécula; la quitobiosa y los oligosacaridos pequefios de GlcNAc son
convertidos en monémeros gracias a la accién de las 14-3-N-acetil-glucosaminidasas
(EC 3.2.1.30) (Sahai y Manocha, 1993). Algunas quitinasas son también capaces de
degradar la lisozima, es decir, que hidrolizan los enlaces 8-1,4-glucosidicos entre
residuos de dcido N-acetil-murdmico y GlcNAc que constituyen el peptidoglucano de
las paredes de las bacterias (Roberts y Selitrennikoff, 1988). Reciprocamente, algunas
lisozimas de plantas tienen también actividad quitinasa (Bemasconi e al., 1987).

Las funciones de las quitinasas son diversas. Las bacterias, que no contienen
quitina, utilizan la quitina como fuente de carbono y, potencialmente, de nitrégeno
(Jones et al., 1986; Watanabe et al., 1992: Robbins et al., 1992). Las levaduras sélo
contienen quitina en una zona determinada de la unién entre la célula madre y la yema
hija, el anillo de gemacién, que, al constreiiirse, permite la separacién de las dos
células. Las quitinasas de levaduras son, por consiguiente, morfogenéticas, y se ha
comprobado que mutantes de Saccharomyces cerevisiae que carecen de quitinasa no
son capaces de dividirse correctamente, y forman racimos de células que no pueden
separarse (Kuranda y Robbins, 1991).

Las quitinasas de los artrpodos son esencialmente morfogenéticas, y se
inducen por la hormona de muda ecdisona, que activa el proceso mediante el cual el
organismo crece (Cabib, 1987). También se han encontrado en las mucosas digestivas
de anfibios, reptiles, peces, aves y mamiferos (Jeuniaux, 1966). También se ha
encontrado una quitinasa humana.

Las quitinasas de plantas tienen una funcién de defensa ante los ataques por
fitopatégenos, aunque mds recientemente se ha sugerido un papel morfogenético
(Collinge et al., 1993). La presencia, funcién y regulacién de las quitinasas de plantas
seré analizada mds adelante (ver apartado 3.2. de esta Introduccion).

En los hongos filamentosos, las quitinasas poseen una doble funcién. La
primera, presente en los hongos que contienen quitina, es morfogenética, siendo
esencial para el crecimiento del micelio y la diferenciacién de estructuras especializadas,
como son las esporas y los cuerpos fructiferos. La segunda funcién es nutricional, para
el aprovechamiento de la quitina por parte de los hongos sapréfitos, o eventualmente,

para producir orificios en las paredes de los hongos micoparasitados (Gooday et al.,
1985).
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En este sentido, se ha invertido mucho esfuerzo en dilucidar el sistema
quitinolitico de 7. harZianum, que, junto con el sistema glucanolitico, se ha propuesto
como el sistema directamente responsable de la actividad micoparasitaria (revisado en
Haran er al., 1996). Se han aislado siete quitinasas extracelulares de T. harZianum,
cuyo tipo de accidn y caracteristicas se resumen en la tabla 3.

Peso
Designacion molecular Actividad Estirpe Referencias
aparente
CHIT 102 118-102kDa NAG ™ Haran et al., 1995
39.1 Ulhoa y Peberdy, 1991
CHIT?73 73 kDa NAG ™ Haran eral., 1995
Pl Lorito etal., 1994
CHIT52 52 kDa Endo ™ Haran eral., 1995
CHIT42- 42 kDa Endo CECT24 DelaCruzetral., 1992
ECH42 13 Ulhoa y Peberdy, 1992
39.1 Harman et al., 1993
P1
CHIT40 40kDa Exo Pl Harman eral., 1993
CHIT37 37-33 kDa Endo CECT24 DelaCruzeral., 1992
13 Haran et al., 1995
™
CHIT33 33-31 Endo CECT24 DelaCruzetal., 1992
13 Haran et al., 1995
™

Tabla 3. Actividades quitinoliticas de T. harzianum (modificado de Haran et al., 1996).
NAG: N-acetil-glucosaminidasa; Endo: endoquitinasa; Exo: exoquitinasa.

En cuanto a su regulacién, estas quitinasas, al igual que las bacterianas y las que
se han aislado de otros hongos, presentan induccién por quitina y represion por glucosa
(Joshi er al., 1987; Blaiseau y Lafay, 1992, De la Cruz et al., 1993; Haran et al., 1995;
Lorito et al., 1996). La naturaleza del inductor es desconocida. La quitina es una
macromolécula demasiado grande para ser considerada el inductor molecular, y se ha
sugerido que tal papel podria ser desempefiado por la quitobiosa u oligémeros
pequefios de GIcNAc (Cabib er al., 1987). En los casos en los que se ha estudiado, la
actividad quitinasa se induce, ademds, en condiciones de micoparasitismo simulado
(cultivos en paredes o en micelios de hongos autoclavados, De la Cruz er al., 1993,
1994). Es interesante destacar el paralelismo que existe entre los patrones de expresién
que presentan las enzimas quitinoliticas y las B-glucanasas. Este hecho sugiere la
existencia de mecanismos comunes de regulacion para las proteinas relacionadas con el
micoparasitismo. Puesto que los sustratos para los dos tipos de enzimas aparecen a
menudo asociados en la naturaleza (por ejemplo, en las paredes celulares de los
hongos), una induccién coordinada de ambas actividades podria revestir gran
importancia biolégica (Lorito ez al., 1993).

La actividad antiflingica in vitro de algunas de estas quitinasas ha sido
demostrada. Dos enzimas quitinoliticas, una endoquitinasa y una exoquitinasa aisladas
de 7. harzianum P1, son capaces, solas o combinadas, de inhibir la germinacién e
impedir la elongacién del tubo germinal de Borrytis cinerea, Ustilago avenae, Uncinula
necator 'y Fusarium solani (Lorito et al., 1993).
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1.4. Efecto sinérgico de las quitinasas de Trichoderma con otras
hidrolasas y otros compuestos antimicrobianos.

Como se ha visto, la actividad antifiingica de algunas hidrolasas aisladas de 7.
harzianum ha sido demostrada. Anteriormente se ha sugerido la posibilidad de estudiar
el efecto antifingico de diversas combinaciones de enzimas. En el mismo estudio
referido en el apartado anterior, Lorito ef al., 1993, encuentran que la combinacién de
las actividades endo- y exoquitinasas incrementan de forma sinérgica la actividad
antifingica de las proteinas. Mezclas de dichas quitinasas con una 3-glucanasa y/o una
3-glucosaminidasa, aisladas de 7. harzianum P1, aumentan sinergisticamente in vitro la
actividad antifiingica de cada cual por separado, observdndose la mayor inhibicién de la
germinacién y la elongacidn del tubo germinal de B. cinerea al combinar adecuadamente
las cuatro proteinas (Lorito ef al., 1994).

Asimismo, De la Cruz et al. (1995a), encuentran un efecto cooperativo en la
inhibicién del crecimiento de los hongos B. cinerea y Gibberella fujikuroi ejercida por
las B-1,6-glucanasas [ y II en combinacién con las tres quitinasas CHIT42, CHIT37 y
CHIT33, aisladas de 7. harzianum CECT 2413. La mdxima capacidad hidrolitica frente
a paredes de hongos, compleja estructura en la cual unos compuestos rodean y
enmascaran a otros, podria requerir combinaciones de enzimas con modos de accién
complementarios, cuya accién individual permitiria el acceso de las otras enzimas a su
sustrato. De este modo, una correcta combinacion de dichas enzimas podria incrementar

la actividad antiflingica, y acercarla a la exhibida por los pesticidas quimicos (Lonto er
al., 1993).

Las quitinasas aisladas de Trichoderma y la especie Gliocladium (T.) virens
actlian sinergisticamente también con otros compuestos antimicrobianos. Schirmbock er
al. (1994) han observado una sintesis coordinada de enzimas hidroliticas y antibidticos
en la estirpe de 7. harzianum ATCC 36042. Ademas, el efecto sinérgico que presentan
frente a la germinacién y la elongacién de los tubos germinales de B. cinerea se hacen
patentes al analizar el efecto inhibidor de cada elemento por separado, mucho menor
que el exhibido por la combinacién de los mismos, que es, a su vez, del mismo rango
que el maximo mostrado por los sobrenadantes de los cultivos inducidos. Al combinar
la endo- y la exoquitinasa de 7. harzianum Pl con una estirpe de la bacteria
Enterobacter cloacae capaz de ejercer control bioldgico frente a hongos, se observa un
marcado efecto cooperativo en la reduccion de la germinacién y el crecimiento de los
hongos filamentosos ensayados (Lorito ef al., 1993x). Este mismo efecto sinérgico se
observa al combinar fungicidas comerciales contra B. cinerea con alguna de las enzimas
glucano o quitinoliticas de T. harzianum P1 (Lorito et al., 1994).

Lorito et al., 1994, encuentran un fuerte efecto sinérgico entre la endoquitinasa
de G. (T.) virens, equivalente a la CHIT42 de T. harzianum, y el antibidtico gliotoxina,
que altera la integridad de las membranas celulares (Jones y Hancock, 1988). La
presencia de endoquitinasa permite disminuir la concentracién del antibidtico en la
mezcla para conseguir una fuerte inhibicién del crecimiento y la germinacién de B.
cinerea in vitro.

Se ha observado que los efectos sinérgicos de las enzimas hidroliticas con otras
sustancias antiftingicas son mds acusados cuando éstas alteran la integridad de las
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membranas celulares (Haran er al., 1996). Se ha sugerido un modelo para explicar este
hecho, segiin el cual la degradacién parcial de la pared celular por accién de las enzimas
hidroliticas permitiria la rdpida difusién de estos compuestos hacia su sitio de accién en
la membrana citoplasmatica (Jones y Hamcock, 1988).

Por otra parte, Lorito et al. (1996), al ensayar la capacidad antifingica in vitro
exhibida por diferentes combinaciones de enzimas hidroliticas y compuestos que
afectan a la integridad de la membrana (“Membrane Affecting Compounds”, MACs),
encuentran unos niveles variables de sinergia entre ambos tipos de sustancias, asi como
un drastico descenso en la inhibicién de la germinacién y el crecimiento de los hongos
ensayados al tratarlos secuencialmente con el MAC y la(s) enzima(s) hidrolitica(s). Esto
indica que la degradacién parcial de algunos componentes de la pared celular es
necesaria para la correcta accién de los MACs. La alteracién no enzimdtica de la pared
celular de los hongos por adicién de L-sorbosa en el medio de cultivo presenta también
un efecto sinérgico con los MACs.
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2. LA DEFENSA DE LAS PLANTAS ANTE LOS HONGOS
FITOPATOGENOS.

2.1. Mecanismos de ataque de los fitopatégenos.

Los hongos constituyen un grupo de organismos heterotroficos muy versitiles,
que han ocupado a lo largo de la evolucién la mayoria de los habitats. S6lo una pequeiia
proporcion (un 10%) es capaz de colonizar las plantas, y sélo una fraccién de ellos
produce enfermedades. Sin embargo, entre los agentes causantes de enfermedades en
los cultivos, los hongos fitopatégenos son los mas dafiinos, no sélo por provocar
epidemias devastadoras, sino también por sus importantes y, sobre todo, persistentes
pérdidas en el rendimiento agricola. Los hongos fitopatogenos son la causa de casi un
tercio de los darios en los cultivos, lo cual constituye un serio problema econémico, si
se tiene ademds en cuenta que todas las especies conocidas de plantas superiores son
infectadas por hongos (Knooge, 1996).

Los hongos han desarrollado estrategias para invadir los tejidos vegetales. Los
saprofitos dependen habitualmente de las heridas o las aperturas naturales de las
plantas. Sin embargo, la mayoria de los hongos fitopatégenos atraviesan activamente
las barreras externas que protegen a las plantas: la cuticula y la pared celular.

Las paredes celulares vegetales presentan una arquitectura compleja, dindmica y
altamente organizada, compuesta por una red de microfibrillas de celulosa embebidas en
una matriz de polisacaridos no celuldsicos y glucoproteinas. Aunque la composicion y
la estructura de la pared vegetal estdn bastante conservadas, existen algunas diferencias
entre los diversos grupos taxonémicos e incluso entre los diferentes tipos celulares.

Los componentes de la pared celular vegetal se resumen a continuacién (Azcon
Prieto y Talon, 1993).

- Celulosa. Es el componente mas abundante de la naturaleza. Constituye el
componente fibrilar de todas las paredes de las plantas superiores, y esta constituida por
un polimero lineal de glucosas unidas por enlaces 8-1,4-glucosidicos. Las cadenas del
polisacédrido se asocian en paralelo formando puentes de hidrégeno, y constituyendo
microfibrillas.

- Polisacdridos matriciales. La matriz cementante de la pared vegetal estd
constituida fundamentalmente por dos tipos de polisacdridos. Los polisacéridos
pécticos son una mezcla compleja de galacturonanos y arabinogalactanos, y estdn
presentes en las paredes vegetales en proporciones variables (entre un 5y un 35%). Las
hemicelulosas son polisacaridos neutros que presentan ramificaciones cortas. Los
principales polisacaridos hemicelulésicos son el xiloglucano, los B-1,3-1,4-glucanos,
los arabinoxilanos, la calosa (8-1,3-glucano) y los mananos. Normalmente se
encuentran unidos por puentes de hidrégeno a las microfibrillas de celulosa.

- Glucoproteinas estructurales. Existe una serie de proteinas estructurales en la

pared celular de las plantas que pueden constituir hasta un 10% de su peso seco. Entre
ellas, la mejor caracterizada es la extensina, una proteina rica en hidroxiprolina y cuya
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parte glucidica contiene principalmente arabinosa y galactosa. Esta glucoproteina forma
una red que atrapa las microfibrillas de celulosa y los demds componentes matriciales.

Un esquema de la estructura de la pared celular vegetal se presenta en la figura

— Ceras
— Cutina

Celulosa

Pectinas

—Glicoproteinas

Wl L L WAL iy e ||”’—Hemicelulosas

~— Membrana plasmatica
\ r Citoplasma

Figura 2. Esquema de la pared celular vegetal (modificado de Barcelé Coll er
al., 1987).

2.1.1. Mecanismos de penetraciénde los hongos. Enzimas implicadas.

Al entrar en contacto con una planta hospedadora, los hongos sufren una serie
de cambios morfogenéticos y fisioldgicos. La naturaleza de los primeros depende de las
seiiales que le proporciona la superficie de las plantas, mientras que los cambios
fistolégicos concomitantes al proceso infectivo consisten en un incremento del turgor de
la estructura de penetracién y en la excrecién de una serie de enzimas hidroliticas
(revisado por Mendgen et al., 1996).

Las hifas de los hongos crecen apicalmente gracias a la deposicién dirigida por
los elementos del citoesqueleto de enzimas hidroliticas, sintetasas y monémeros de los
polisacdridos de la pared (ver apartado  de esta Introduccién). Una respuesta
tigmotrépica dirige los tubos germinales hacia las superficies vegetales. Los patogenos
son capaces, de este modo, de reconocer la topografia de la pared vegetal, o bien las
aberturas estomadticas. Si bien se ignoran los mecanismos de reconocimiento, parece ser

que en ellos intervienen canales i6nicos sensibles a acciones mecénicas (Zhou et al.,
1991).

La adhesidn de las hifas a la superficie vegetal tiene lugar mediante interacciones
hidrofébicas entre las esporas y la cuticula vegetal. Inicialmente, la adhesién es pasiva,
y se debe a elementos estructurales hidrofébicos o anfipaticos presentes en la superficie
de las esporas: proteinas como las hidrofobinas, glicoproteinas y/o carbohidratos. Una
segunda etapa, activa, implica la erosién de la cuticula vegetal mediante la accion de
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cutinasas y esterasas fuingicas, que disminuyen la hidrofobicidad de dicha superficie y
contribuyen a la adhesién de las esporas y la iniciacién de la infeccién.

Para el proceso de penetracién, algunos hongos desarrollan unas estructuras
especializadas, denominadas apresorios, mientras que otros son capaces de atravesar
directamente las paredes vegetales. En ambos tipos de hifas se ha observado una
degradaci6n de la pared celular asociada al proceso de penetracién, asi como una accién
mecdnica que consiste en un aumento de la presién de turgencia de las hifas
proporcionado por acumulaciones de melanina en el cono de penetracién, y cuya
implicacién en el proceso infectivo estd suficientemente comprobada (Chumley y
Valent, 1990; Mendgen et al., 1996).

En cuanto a las enzimas hidroliticas que degradan paredes vegetales, se han
encontrado en hongos fitopatGgenos una serie de enzimas especificas para cada tipo de
enlace. La tabla 4 muestra un resumen de todas ellas, asi como el polimero vegetal que
degradan.

Celulasas
3-1,4-endoglucanasa
Clobiohidrolasa
B-glucosidasa

Pectinasas
Endopoligalacturonato liasa (Endo PL.)
Exo PL
Endopoligalacturonasa (Endo PG)
Exo PG
Pectin metilesterasa

B-1,4-xilanasa

B-xilosidasa

Cutinasa

a-arabinofuranosidasa

Arabinasa

a-glucosidasa

B-1,3-glucanasa

B8-1,3-B-1,4-glucanasa

a-galactosidasa

B-galactosidasa

$3-1,4-galactanasa

Proteasa

Fosfolipasa

Tabla 4. Hidrolasas de hongos fitopatégenos (modificado de Walton, 1994).
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2.2. Mecanismos de defensa de las plantas.

PATOGENO
[‘ 1 . 1 ~
Gen de avirulencia (4 ) Efecto antimicrobiano directo
. Muerte celular programada (HR)
Elicitors H,0, y formas Unidn covalente de protefnas

Factor de avirulencia / activas de oxigeno estructurales de la pared

N\

e ——

\

|
Oxidasa CITOPLASMA
/ \

Interaccién R Expresion de genes de
Cascada de sefiales respuesta a estrés:
- Antibidticos (fitoalexinas)
\L 71 - Enzimas hidroliticas
o - Refuerzo de la pared celular
Factores de transcripcion j - Inhibidores de proteasas

— 1 7 ]
= 7 7 3

L4
Proteina de resistencia v NUCLEO

,r Genes de defensa

Gen de resistencia (R)

Figura 3. Esquema de la los mecanismos de defensa de las plantas (modificado de
Lamb, 1984).

2.2.1. Reconocimiento. Hipétesis gen a gen.

Las plantas sufren constantemente ataques por hongos fitopatégenos. Las
razones por las cuales una enfermedad no se desarrolla son, bésicamente, tres
(Hammond-Kosack y Jones, 1996):

a.- La planta no es un huésped, es decir, no constituye un nicho ecoldgico
favorable para el patégeno, y no es capaz de responder a sus requerimientos basicos.

b.- La planta posee barreras estructurales que impiden la penetracién del
patdégeno, o compuestos téxicos que le impiden el desarrollo.

c.- El patégeno es reconocido por la planta, y ésta, inmediatamente,
desencadena una serie de mecanismos de defensa para eliminarlo.

Una defensa eficaz de las plantas frente a los patégenos debe contar, en primer
lugar, con un mecanismo de vigilancia efectivo. De este modo, el fitopatégeno es
localizado en momentos tempranos de la infeccién, y la planta induce rdpidamente los
mecanismos de defensa que impiden el desarrollo del organismo atacante y, como
consecuencia, la enfermedad se evita. Los patégenos, a su vez, tratan de neutralizar
estos mecanismos de deteccién y/o defensa. Las actuales interacciones planta-patégeno,
altamente especializadas, son el resultado de esta compleja dindmica de coevolucion.

Las plantas son capaces de detectar la presencia de un patégeno de diversos
modos: mediante el contacto fisico, el reconocimiento de algiin elemento presente en la
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superficie de la pared celular del patégeno o la deteccion de elementos excretados al
medio extracelular por el patdégeno. Asimismo, una planta es capaz de reconocer la
agresion de un patégeno mediante la deteccién de factores propios, tales como
fragmentos de la propia pared celular, que son liberados por la accién de enzimas
hidroliticas del organismo patégeno.

Las moléculas, sean del hospedador o del patégeno, capaces de desencadenar la
respuesta general de defensa en las plantas son llamadas elicitores o “elicitors”. Existen
elicitors generales, como son los fragmentos que resultan de la hidrdlisis parcial de las
paredes fingicas (en concreto, oligoglucanos de diferente longitud y fragmentos de
oligoGlcNAc de cuatro o mds mondémeros; Roby er al., 1987; Felix er al., 1993),
enzimas hidroliticas (Halverston y Stacey, 1986), u oligogalacturonatos procedentes de
la pared vegetal (Halverston y Stacey, 1986). Existen, ademads, otros elicitors
especificos, cuya accién depende del hospedador (Bailleul er al., 1995). Las elicitinas
son unos elicitors proteicos de pequefio tamario secretados por algunos oomicetos, que
actian en ocasiones como determinantes de la resistencia de algunos géneros o
cultivares de plantas (revisado por Knooge, 1996).

De este modo, y de forma analoga a la produccién y deteccion de antigenos en
mamiferos, algunas de las sefiales producidas por un patégeno pueden ser detectadas
por algunas plantas. Se presume que la resistencia o susceptibilidad de las plantas a un
organismo patégeno se define tras este intercambio de seriales, que origina en el
hospedador una serie de respuestas a nivel bioquimico, fisiolégico y/o morfoldgico, y
que determinan el desarrollo de dicha interaccién (revisado por Halverson y Stacey,
1986, y por Knooge, 1996). Una interaccién planta-patégeno se denomina compatible
si el fitopatégeno es capaz de infectar al huésped y producir una enfermedad. Es, en
cambio, una interaccién incompatible si la planta activa rapidamente las respuestas de
defensa e impide el desarrollo de la enfermedad. En este ltimo caso, se dice que el
patégeno es avirulento.

En los sistemas estudiados, la evidencia de una relacién gen a gen en la
interaccion planta-patégeno es amplia. El andlisis genético de diversas razas de
patégenos y diversos cultivares de la especie hospedadora ha demostrado que el
reconocimiento del patdgeno esta determinado por la interaccién, directa o indirecta,
entre el producto de un gen dominante o semidominante de resistencia de la planta (R),
y el producto del correspondiente gen dominante de avirulencia del patégeno (Avr). La
expresiéon de un gen Avr de un patégeno origina una sefial que induce una fuerte
respuesta de defensa en las plantas que poseen el gen R apropiado (Flor, 1947; Keen,
1990; De Wit, 1992; revisado por Bent, 1996, por Knogge, 1996, y por Hammond-
Kosack y Jones, 1996). De este modo, algunos de los elicitors especificos son los
productos directos o indirectos de los genes Avr.

Los hongos que expresan un gen Avr son capaces de infectar a las plantas que
carezcan del gen R correspondiente. Una planta puede poseer varios genes R, y un
patdgeno, a su vez, puede tener varios genes Avr. Ademds, una variedad que posee un
gen R puede anular especificamente a fitopatégenos con diferentes genes Avr, y la
deteccién de un mismo genotipo Avr puede estar determinada por distintos genes R
(Bisgrove et al., 1994; Dixon et al., 1996, revisado por Bent, 1996).
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Se han aislado y caracterizado numerosas parejas de genes Avr y R de bacterias
patégenas y las respectivas plantas hospedadoras. El conocimiento de las interacciones
entre hongos fitopatégenos y plantas es, sin embargo, mucho més escaso. En la tabla 5
se resumen los genes de avirulencia conocidos de hongos fitopatogenos.

Especie Gen de Actividad Funcién Nivel de
avirulencia intrinseca  especificidad

Cladosporium Avrd Elicitor ? Cultivar
Julvum
C. fulvum Avr9 Elicitor ? Cultivar
Rhynchosporium nipl Elicitor Toxina Cultivar
secalis
Magnaporthe grisea AVR2-YAMO Proteasa? ? Cultivar
M. grisea PWLI ? ? Especie
M. grisea PWL2 ? ? Especie

Tabla 5: Genes de avirulencia aislados de hongos (modificado de Knogge, 1996).

Se ha propuesto que los productos de los genes Avr son ligandos para los
receptores codificados por los genes R, y esta interaccién origina la cascada de senales
que culmina en la respuesta de defensa (Staskawicz er al., 1995; Gabriel y Rolfe,
1990). Este modelo ha sido verificado en algunas ocasiones. Se han aislado y
caracterizado numerosos genes R de plantas, y las proteinas que codifican presentan
una serie de motivos estructurales, a menudo asociados entre si, y que estdn implicados
en diferentes aspectos de la deteccién del patdgeno y la transduccidn de sefiales que se
origina (revisado por Bent, 1996). El reconocimiento de dichos motivos en los factores
de resistencia, y la presencia de zonas homdélogas a proteinas de funcién y modo de
accién conocidos podrian ayudar a desentraiiar la funcién concreta de las proteinas R.

Se ha encontrado en las proteinas R una serie de motivos estructurales
relacionados con la transduccién de seiiales e interacciones proteina-proteina: quinasas
de serina y treonina, repeticiones ricas en leucina (“Leucine-Rich-Repeats”, LRR),
sitios de unién de nucledtidos (“Nucleotide Binding Sites”, NBS) y cremalleras de
leucina (“Leucine Zipper”, LZ).

Los genes de resistencia a enfermedades producidas por hongos que han sido
aislados y caracterizados son escasos, y se resumen en la tabla 5. También se sefialan
los motivos encontrados en las proteinas respectivas, asi como los genes de avirulencia
correspondientes.
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Gen R Planta Estructura Gen Avr  Patégeno

Hml Maiz Reductasa de ND Cochliobolus carbonum
toxinas

L6 Lino LRR-NBS ND Melampsora lini

Cf-9 _ Tomate LRR Avr9 Cladosporium fulvum

Cf-2 Tomate LRR Avr?2 C. fulvum

Tabla 6. Genes de resistencia al ataque de hongos fitopatogenos (modificado de Bent,
1996). LRR: repeticiones ricas en leucina, o “’leucine-rich repeats”; NBS: sitios de union
de nucledtidos, o "nucleotide-binding sites”; ND: no determinado.

2.2.2. Respuesta.

La cascada de sefiales culmina en una serie de procesos diferentes y
complementarios, que se resumen a continuacion.

2.2.2.1. Liberaciéon de formas activas de oxigeno.

A menudo, la primera respuesta que se activa en muchas interacciones
incompatibles es el aumento del poder oxidativo de los tejidos afectados, mediante la
produccién de formas activas de oxigeno, o ROS (“Reactive Oxygen Species”, Doke er
al., 1983; revisado por Hammond-Kosack y Jones, 1996): el H,O, y el O;-"son menos
reactivos que el HO;™ y, sobre todo, que el OH- . Las ROS aparecen tras pocos
minutos después de la adicién de elicitors o bacterias patégenas a cultivos celulares
(Niirnberger er al., 1994; Levine et al., 1994). Su formacion depende de la actividad
NADPH oxidasa (Jones, 1994), si bien se han descrito otros mecanismos para la
produccién de ROS en plantas a partir del 4cido oxdlico y como resultado de la
peroxidasa de la pared celular.

Se han propuesto diversas funciones de las ROS en la defensa de las plantas
frente a los fitopatégenos (revisado por Hammond-Kosack y Jones, 1996). En primer
lugar, la toxicidad del H,O, y sus derivados puede afectar directamente a los
microrganismos patégenos (Peng y Kuck, 1992). Ademds, las ROS son capaces de
oxidar compuestos fendlicos y de atacar a algunos dcidos grasos, convirtiéndolos en
peréxidos lipidicos, que alteran la integridad de las membranas plasmaticas y
constituyen potenciales sefiales celulares. Por dltimo, algunas ROS fragmentan el DNA
nuclear en sitios especificos (Hallivell y Gutteridge, 1990). El efecto téxico de las ROS
puede originar dafios en la propia planta: se ha propuesto que la muerte celular inherente
a uno de los mecanismos de defensa de las plantas, la respuesta hipersensible (ver
apartado 2.2.2. de esta Introduccidn), es provocada por la aparicién de estas moléculas,
bien por una accidn téxica directa o bien mediante la induccién de una ruta especifica de
muerte celular programada (Mittler et al., 1996, Dangl et al., 1996).

Por otra parte, las formas activas de oxigeno unen covalentemente algunos de
los elementos de la pared celular, en concreto, las glicoproteinas estructurales ricas en
hidroxiprolina (Bradley er al, 1992). El H,O, es, ademads, indispensable para la
formacién del polimero de lignina (Hammond-Kosack y Jones, 1996). El refuerzo de la
pared celular favorece su funcién como barrera de defensa.
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En cuanto a su papel en la transduccién de sefiales. se ha propuesto que el
02~ podria ser una de las sefiales de coordinacién de las respuestas de defensa. Las
ROS inducen algunas enzimas de la ruta de biosintesis del 4cido salicilico, una molécula
esencial en los procesos de respuesta a patégenos (Leén er al, 1995). El 4cido
salicilico, a su vez, inhibe la accién detoxificadora de la catalasa sobre el H,O»,
causando de forma indirecta un aumento de los niveles de las ROS (Wu er al., 1995).
También inducen algunos mecanismos generales de proteccién en las células adyacentes
a la infeccién, como la sintesis de glutatién-S-transferasa (Levine et al., 1994). La
sintesis de moléculas antimicrobianas, como las fitoalexinas también se incrementa
(Apostol et al., 1989). Por iltimo, el balance redox, que se altera por accién de estas
moléculas, puede regular la estabilidad de los RNA mensajeros de genes relacionados
con la defensa (Mehdy, 1994).

En definitiva, y como conclusién, la produccién de ROS origina un dafio
considerable tanto en el patégeno (efecto antimicrobiano directo e indirecto) y el
hospedador (muerte celular en la respuesta hipersensible), y regula una serie de
mecanismos protectores adicionales.

La importancia del H;O; en la defensa de las plantas frente a los patégenos
se pone de manifiesto en los experimentos con plantas transformadas con un gen de
glucosa oxidasa, que presentan altos niveles de H»O, de forma constitutiva. Las plantas
trangénicas son mds resistentes al ataque de bacterias y hongos fitopatégenos (Wu er
al., 1995).

2.2.2.2. Larespuesta hipersensible.

Durante la respuesta hipersensible (“Hypersensitive Response”, HR), el
reconocimiento de un patégeno origina un rapido proceso de muerte celular que forma
una zona necrdtica alrededor del sitio de infecciéon (Agrios, 1988). La HR es un
mecanismo muy conservado en las plantas, y estd intimamente asociado a la resistencia
de las plantas frente a los patégenos. Su formacién se debe en parte a la produccién y
liberaciéon de compuestos téxicos, tales como H;0,, v en parte a una respuesta
apoptética, es decir, a la activacién de un programa genético de muerte celular
programada (Mittler y Lam, 1996).

En cuanto al sentido biolégico de la HR, la muerte de las células infectadas
podria limitar la difusién del pat6geno y, a la vez, permitir la liberacién de sustancias
téxicas acumuladas en la vacuola en concentraciones inhibitorias del desarrollo del
patdgeno (Hammond-Kosack y Jones, 1996). La liberacion de estos compuestos
toxicos serian al mismo tiempo responsables de la muerte de las células vegetales como
de las del fitopatégeno.

Durante la respuesta hipersensible se producen seriales enddgenas que
regulan la expresién de genes de defensa (He, 1996). La activacién de genes de defensa
y la produccién de metabolitos secundarios, muchos de ellos con propiedades
antimicrobianas, son algunos de los efectos de la HR en zonas no infectadas de la
planta (Baillieul et al.,, 1995). Una de las sefiales activadas en la HR es el acido
salicilico, una molécula sefial clave en la respuesta general a patégenos, e implicada en
el fendmeno de la resistencia sistémica adquirida. Por lo tanto, la tltima consecuencia
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de la HR es la aparicién de una respuesta en toda la planta que proporciona resistencia a

infecciones futuras de patgenos (ver apartado 2.2.3. de esta Introduccion, Ryals et al.
1996).

2.2.2.3. Fortalecimiento de la pared celular.

Una de las respuestas de defensa de las plantas consiste en la induccién de
una serie de cambios en la pared celular de los tejidos afectados encaminados a
fortalecerla (revisado por Hammond-Kosack y Jones, 1996). El proceso mds inmediato
tras la infeccién es la unidn covalente de las moléculas de proteinas estructurales
presentes en la pared, en particular de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina. Otro
proceso que ocurre con frecuencia rdpidamente tras la infeccion es la formacién de
calosa, un polimero de 8-1,3-glucano que engrosa y refuerza la pared celular. El
aumento local del contenido en lignina de la pared celular constituye un mecanismo mas
tardio de la defensa ante los patégenos.

El fortalecimiento de la pared celular proporciona una serie de ventajas a la
planta en su lucha con el patégeno. En primer lugar, impide la liberacién de los
contenidos intracelulares y, por lo tanto, reduce la disponibilidad de nutrientes para el
patégeno. Ademas, entorpece la difusion de las toxinas y otros factores de
patogenicidad al interior de las células vegetales. Por otra parte, los compuestos
fendlicos (fenilpropanoides) precursores de la lignina y los radicales libres que se
producen durante el proceso de polimerizacién pueden afectar a la integridad de la
membrana del patégeno y, en definitiva, impedir su desarrollo (revisado por
Hammond-Kosack y Jones, 1996).

2.2.2.4. Producciéon de metabolitos secundarios con propiedades
antimicrobianas.

Las plantas producen metabolitos secundarios, muchos de los cuales presentan
actividad antimicrobiana (revisado por Osburn, 1996b). Algunos estan presentes en las
plantas sanas en forma activa, mientras que la sintesis o la activacién de otros tiene
lugar durante la infeccién por patégenos. En ocasiones, la enzima encargada de la
activacion del precursor inactivo se encuentra en un compartimento celular, aislada de
su sustrato, y es necesaria la rotura de la célula para que se produzcan los productos
activos. Los hongos se defienden de estos compuestos de diversas formas, bien
limitando su crecimiento al apoplasto y minimizando el dafio celular a la planta, bien
tolerando su accién o detoxificandolos.

Las fitoalexinas son compuestos de bajo peso molecular, lipofilicos y con
propiedades antimicrobianas que se acumulan rdpidamente alrededor de los sitios de
infeccién, y en respuesta a una gran variedad de elicitors (revisado por Hammond-
Kosack y Jones, 1996). La aparicién de fitoalexinas se debe a la accion sincronizada de
una serie de enzimas biosintéticas de la ruta de los flavoniodes, tales como la PAL (fenil
amonio liasa), cuya sintesis de novo se induce por patégenos.
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Se han obtenido plantas de tabaco que expresan constitutivamente la enzima
estibeno sintasa de la ruta de biosintesis de una fitoalexina (el resveratrol). Las plantas
transgénicas presentan unos niveles mds elevados del metabolito y, como consecuencia
de ello, exhiben una mayor resistencia al ataque por el hongo fitopatégeno Borrytis
cinerea (Hain er al., 1993).

- Compuestos antimicrobianos constitutivos.

Ademas de las fitoalexinas y los compuestos fendlicos, cuya produccién es
inducida por patégenos, existen otros compuestos constitutivos en las plantas que
presentan actividad antimicrobiana. Entre ellos, las saponinas, los glicésidos
cianogénicos y los glucosinolatos han sido estudiados en detalle (revisado por Osburn,
1996 a y b). En algunas ocasiones, se ha encontrado una relacién positiva entre la
cantidad del compuesto presente en una variedad y su resistencia a las infecciones por
hongos. Por otra parte, se ha demostrado que el rango de hospedador de algunos
patdgenos esta determinado por la presencia de mecanismos de detoxificacion de estos
compuestos.

2.2.2.5. Produccién de proteinas relacionadas con la patogénesis.

Las proteinas PR (“Pathogenesis-Related”, relacionadas con la patogénesis)
forman un amplio y complejo grupo de proteinas intra- o extracelulares que se
acumulan en tejidos de plantas o células vegetales en cultivo tras un ataque por
patdgenos o tratamiento con un elicitor (Bowles, 1990). Las proteinas PR se han
clasificado en 11 grupos, de secuencias y propiedades bioquimicas e inmunoldgicas
similares (tabla 7). Las proteinas PR 4cidas son normalemente secretadas por las células
vegetales, mientras que las bésicas se acumulan por lo general en la vacuola. En
general, éstas exhiben una mayor capacidad antifingica que aquéllas, sugiriendo para
las PR 4cidas, mds que una funcién antipatogénica per se, un papel inductor de la
expresion de genes de defensa (Mauch y Staehelin, 1989; Collinge et al., 1993).

PR-1

PR-2 3-1,3-gucanasas

PR-3 quitinasas

PR-4

PR-5 proteinas tipo taumatina
PR-6 inhibidores de proteasas

Tabla 7. Proteinas PR de plantas.

Algunas de las proteinas PR poseen actividad antifiingica y/o antibacteriana in
vitro (Ponstein et al., 1994; Mauch er al., 1988; Sela-Buurlage e al., 1993; Melchers et
al., 1994). Ademads, la expresién constitutiva en plantas de algunas proteinas PR
origina una mayor tolerancia de las plantas transgénicas al ataque de patégenos (Broglie
et al., 1991; Alexander ef al., 1993; Lin ef al., 1995). La actividad antifiingica de la
proteinas PR se incrementa de forma sinérgica al combinarlas entre si, o con otros
compuestos antiftingicos (ver apartado de esta Introduccidn, Zhu et al., 1994).
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Como se muestra en la tabla 7, muchas de las proteinas PR son hidrolasas de
los componentes mas abundantes de las paredes de la mayoria de los hongos: quitina y
8-1,3-glucano. La degradacién de la pared celular impide el crecimiento de los hongos,
y la liberacién de oligosacdridos derivados de la digestién de la quitina y los B-glucanos
desencadena la activacion de otros mecanismos de defensa. El papel de estas proteinas
se discutird mas adelante, en el apartado 3 de esta Introduccién, pero su actividad
antifingica in vitro e in vivo ha sido demostrada en numerosas ocasiones.

Otras proteinas relacionadas con la patogénesis son las tioninas, unas proteinas
basicas, ricas en cisteina, que se encuentran en la mayoria de los cereales, y que poseen
propiedades antifiingicas (Bohlman, 1994). Curiosamente, la expresién diferencial de
estas proteinas tras un ataque por patdgenos no estd regulada por la ruta dependiente del
acido salicilico habitual en los mecanismos de defensa, sino que estd mediada por la
hormona vegetal acido jasmoénico (Epple, 1995). Existen otros péptidos con actividad
antimicrobiana, denominados defensinas, similares en estructura y propiedades a las
defensinas de reptiles, anfibios y muchos invertebrados. Son péptidos de 45-54
aminodcidos que presentan ocho residuos de Cys, dos de Gly y uno de Glu en
posiciones conservadas. Si bien se pueden encontrar en tejidos sanos, su concentracién
aumenta tras la infeccién con patégenos (revisado por Broekaert er al., 1995).

Se ha descrito también un aumento en la actividad lipoxigenasa (LOX)
relacionada con procesos de incompatibilidad R-Avr (Véronési er al., 1996). Esta
enzima podria estar implicada en la generacién de moléculas sefial tales como el 4cido
Jasménico, el metil-jasmonato o perdxidos lipidicos, que regulan respuestas de defensa
especificas. Ademads, puede contribuir a la muerte celular asociada a la HR mediante
darios irreversibles en la membrana celular de las células vegetales. Por otra parte, la
actividad LOX origina una serie de metabolitos derivados de los acidos grasos con
actividad antimicrobiana (Croft et al., 1993).

2.2.3. Respuesta a largo plazo: la resistencia sistémica adquirida.

En la mayoria de las plantas, las necrosis inducidas por los patégenos,
independientemente de su naturaleza (producidas durante la HR o como sintoma de la
enfermedad), originan la activacién de una respuesta sistémica y duradera frente a un
amplio rango de patégenos (Chester, 1933, revisado por Ryals ef al., 1996). La
resistencia sistémica adquirida (“Systemic Acquired Resistence”, SAR) posee en cada
especie un caracteristico espectro de accién y estd acompaiiada de una serie de cambios
en la expresién de una bateria de genes que no incluye a todos los relacionados con la
defensa. La mayoria de las proteinas asociadas al proceso sistémico pertenecen al grupo
de las PR, aunque la identidad de los genes que se inducen durante la SAR y sus
niveles de expresién varian en diferentes especies. En tabaco, los marcadores de la
SAR incluyen formas 4cidas de las PR-1, una PR-1 bdsica, B-glucanasas extra- e
intracelulares, quitinasas de tipo 1I, formas 4cida y bésica de una quitinasa de tipo III,
proteinas tipo heveina y proteinas tipo taumatina (Ward er al., 1991). Otra familia de
proteinas basicas, denominadas SAR 8.2, también se inducen durante la resistencia
sistémica, pero presentan otro patrén de expresién (Ward ez al., 1991).
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La naturaleza sistémica de la SAR requiere la existencia de una molécula sefial
que se propague por toda la planta. Esta sefial es reconocida en las células diana e inicia
una ruta de transduccién de sefiales que culmina en la induccién de la resistencia
sistémica en la planta completa. Los estudios con mutantes y con plantas transgénicas
incapaces de acumular 4cido salicilico revelan la importancia de la acumulacién de esta
molécula en la sefializacién de la resistencia a los patégenos, tanto local como sistémica.
Los niveles de SA aumentan varios cientos de veces tras una infeccién por patégenos
(Ryals et al., 1996). La aplicacién exdgena de SA induce la sintesis de las proteinas PR
y la respuesta local de defensa (Malamy y Klessig 1992). Por otra parte, plantas de
tabaco trasformadas con el gen NahG, cuyo producto convierte el SA en la molécula
inactiva catecol, son incapaces de acumular SA, asi como de inducir la SAR. La
ausencia de SA en Arabidopsis transformados con NahG impide la aparicién de las
resistencias local y adquirida (Gaffney er al., 1993). Sin embargo, y a pesar de que el
SA es transportado a zonas cercanas de la planta desde el lugar de infeccién, esta
molécula no constituye la sefial translocada, puesto que al eliminar las hojas infectadas
antes de la acumulacién del SA en el floema, o al infectar raices transgénicas NahG
injertadas en una planta silvestre, la SAR se induce de igual modo (Rasmussen et al.,
1991; Vernooij er al., 1994).

El papel del salicilico en la respuesta a patégenos es multiple. En los tejidos
infectados, en los cuales la sintesis de SA esta inducida, un receptor de esta molécula
podria mediar la induccién de genes SAR. Tras el establecimiento de esta respuesta, en
el tejido aparecen rdpidamente formas activas de oxigeno. La acumulacién de SA en los
sitios de infeccién inhibe la actividad catalasa; por lo tanto, el poder oxidativo de la zona
se incrementa, y tienen lugar varias respuestas de defensa: muerte celular programada,
sintesis de proteinas PR y sintesis de SA en las células adyacentes. Esta defensa local
estd, por lo tanto, amplificada en la zona de la infeccién. La sefial que se transloca, en
cambio, induce a través del dcido salicilico la respuesta sistémica descrita anteriormente.

Existen otra moléculas implicadas, en mayor o menor medida, en la
transduccion de sefiales que culmina en la aparicién de las resistencias local y/o
sistémica: el polipéptido sistemina, los jasmonatos (4cido jasménico y metil-
jasmonato), y la molécula volatil etileno (Ecker, 1995; revisado por Enyedi et al.,
1992). Estas moléculas no costituyen, sin embargo, la sefial que se transloca por toda la
planta e induce la SAR, puesto que ninguna de ellas, a concentraciones fisiol4gicas, es
capaz de estimular la resistencia a patégenos. Ademds, existen mutantes insensibles a
etileno cuya capacidad de disparar la HR frente a un patégeno incompatible permanece
intacta. En cuanto a la sistemina, el RNA mensajero que la codifica se induce
sistémicamente tras una herida.
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3. HIDROLASAS INDUCIDAS POR PATOGENOS.
3.1. B-1,3-glucanasas.

El 8-1,3-glucano es, junto con la quitina, el componente mayoritario de la pared
celular de la mayoria de los hongos. Estd compuesto por cadenas de glucosa unidas por

enlace B3-1,3-glucosidico, a veces con ramificaciones de glucosas unidas por enlaces §3-
1,6.

Las B-1,3-glucanasas estan ampliamente distribuidas en las plantas, que poseen
numerosas isoformas de esta enzima. Se han identificado al menos tres tipos de $-1,3-
glucanasas en estos organismos. Las B-1,3-glucanasas de tipo I son proteinas basicas,
localizadas en la vacuola. Las de tipo II son proteinas 4cidas, extracelulares,
relacionadas serolégicamente con las del tipo anterior. Finalmente, las B-1,3-glucanasas
del tipo III son también 4cidas y extracelulares, homdlogas a las proteinas del tipo Il en
un 54-59%. Por otra parte, se han descrito varias $-1,3-glucanasas de plantas que
exhiben también actividad B-1,4—glucanasa (Wolf, 1992, Lai er al., 1993, Meikle ez al.,
1994)

La actividad B-glucanasa se ha encontrado en raices (Felix y Meins, 1986), en
ciertos estadios del desarrollo de las flores (Neale er al., 1990; Hird er al., 1993), en
semillas, germinulas (Leah er al., 1991), y en hojas senescentes, generalmente unida a
la presencia de quitinasas (ver apartado 3.2. de esta Introduccion). Las B-glucanasas
estd implicada en procesos de division celular, formacién de polen y germinacioén de
semillas (Vogeli-Lange er al., 1994). En ciertos tejidos mas susceptibles al ataque por
fitopatégenos, como son las semillas y las flores, la expresion constitutiva de
glucanasas, asociada a la de otras proteinas con actividad antiflngica, podria poseer,
ademds, una funcién defensiva (LLeah et al., 1991)

Los B-glucanos estan presentes en las paredes celulares vegetales en forma de
deposiciones de calosa, que se forman como proteccién tras una infeccion o herida, y
en los haces vasculares en desarrollo. Posteriormente a la agresién o la formacién de
los haces vasculares, la calosa es retirada de forma fisiolégica mediante la accién de las
B-1,3-glucanasas.

La induccién de las B-glucanasas como respuesta a infecciones por hongos,
bacterias y virus, o tras el tratamiento con elicitors fiingicos o de la planta ha sido
ampliamente comprobada (Sela-Buurlage et al., 1993). La presencia de B-glucanos
estructurales en las paredes de los hongos hacen de esta enzima una candidata para una
defensa efectiva frente al ataque por estos organismos. De hecho, algunas proteinas PR
han sido identificadas como B-1,3-glucanasas, y se ha comprobado la actividad
antifingica in vitro de las isoformas intracelulares, asi como el efecto sinérgico que
ambos tipos presentan en combinacién con quitinasas (Kombrink ez al., 1988; Mauch ez
al., 1988; Seela-Buurlage et al., 1993).

Se ha sugerido que las glucanasas vacuolares constituyen una linea defensiva
tardia, al ser lisada la célula por la accién del patégeno o como consecuencia de la HR,
y al liberarse estas enzimas en altas concentraciones (Mauch y Staehelin, 1989). El
papel primordial en la defensa de las glucanasas apoplésticas seria, entonces, el de
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liberar fragmentos de B-glucanos como consecuencia de una temprana y parcial
degradacion de las paredes fiingicas. Estas moléculas servirian de elicitors del resto de
proteinas PR y otros genes de estrés, que amplificarian la respuesta (Beerhues y
Kombrink, 1994).

La actividad antifingica in vivo de las B-1,3-glucanasas vegetales ha sido
analizada por transformacién de plantas con los genes correspondientes. Plantas de
Nicotiana sylvestris cuya expresién de una B-1,3-glucanasa de tipo I estd anulada
gracias a la expresién de un fragmento del gen correpondiente en orientacién antisentido
(contraria a la codificante), no exhiben mayor susceptibilidad al hongo fitopatégeno
Cercospora nicotianae. Estos experimentos no son, sin embargo, concluyentes, y no
descartan que la misma enzima pudiera ser importante en la resistencia contra otros
patogenos flingicos, o bien que otras isoenzimas existentes en la planta pudieran exhibir
esta actividad antifiingica (Neuhaus ez al., 1992). De hecho, se ha demostrado que este
efecto se debe al aumento de los niveles de otra B-1,3-glucanasa en las plantas
transgénicas.fenémeno que se denomina compensacién génica (Beffa er al., 1993).

Plantas transgénicas de tabaco que sobrexpresan una 3-1,3-glucanasa de cebada
son ma4s resistentes a la infeccion del hongo Rhizoctonia solani (Jach et al., 1995). Este
efecto protector de las 8-1,3-glucanasas aumenta de forma sinérgica al sobrexpresar
stmultdneamente dichas enzimas junto con quitinasas u otros compuestos antiflingicos
(Zhu er al., 1994; Jongedlijk er al., 1995; Jach er al., 1995, ver apartado 3.3. de esta
Introduccién).

3.2. Quitinasas.

Uno de los mecanismos de defensa de las plantas consiste en la induccién de los
genes de defensa, algunos de los cuales codifican enzimas hidroliticas. Entre ellas, las
quitinasas (EC 3.2.1.14) catalizan la hidrdlisis de la quitina. Se ha descrito la presencia
de exoquitinasas y endoquitinasas en plantas, si bien éstas son mds abundantes en
plantas que aquellas, y han sido estudiadas en profundidad (revisado por Collinge er
al., 1993 y por Graham y Sticklen, 1994). La mayoria de estas endoquitinasas exhiben
también actividad lisozima, es decir, que son capaces de hidrolizar los enlaces entre los
residuos de dcido N-acetil-murdmico y GIcNAc presentes en el peptidoglucano de las
paredes celulares bacterianas, y han sido por lo tanto propuestas como mediadoras de la
defensa de la planta frente a bacterias (Diiring, 1993). Reciprocamente, la mayoria de
las lisozimas vegetales poseen actividad quitinasa.

Segin su estructura primaria y su localizacién celular, las quitinasas de plantas
han sido clasificadas en 6 tipos, que se esquematizan en la figura 3 (Collinge et al.,
1993; Graham y Sticklen, 1994; Meins et al., 1994).

- Las quitinasas de tipo I son proteinas basicas que suelen encontrarse en la
vacuola. Como caracteristicas estructurales, poseen un péptido seiial, un dominio rico
en cisteina de unos 40 aminoacidos en la zona amino terminal, una zona hipervariable
de unos 20 residuos, la regién catalitica muy conservada y un fragmento carboxilo-
terminal que se procesa postraduccionalmente y dirige a la proteina hacia la vacuola
(Melchers er al., 1993; revisado por Nakamura y Matsuoka, 1993). La region rica en
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cisteinas es homdloga a la que aparece en otras proteinas tales como la aglutinina, la
heveina y otras proteinas con capacidad de unirse a quitina. Constituye, por lo tanto, el
dominio de unién a este polisacdrido (Iseli ez al., 1993). La actividad quitinasa presente
en las plantas suele ser mayoritariamente debida a estas proteinas, a las que se les ha
atribuido un papel directo en la lisis de los hongos fitopatogenos (Collinge er al.,
1993).

- Las quitinasas de tipo II son generalmente acidas, y se encuentran en el
apoplasto. Estructuralmente son muy homélogas a las del tipo anterior, pero carecen del
dominio rico en cisteinas, asi como de la extensién carboxilo-terminal que las dirige
hacia la vacuola. Su contribucién a la actividad quitinasa total de las plantas suele ser
baja. Este hecho, y su localizacién extracelular, sugieren una funcién reguladora en las
interacciones planta-patogeno (Collinge et al., 1993).

- Las quitinasas de tipo III son enzimas extracelulares cuyo dominto catalitico
difiere del de las proteinas anteriores. L.a mayoria de estas quitinasas presentan
homologia con proteinas bifuncionales lisozima-quitinasa (Bemnasconi et al., 1987).
Algunas de ellas, ademas, presentan una débil homologia con quitinasas bacterianas
(Watanabe er al., 1992).

- Las quitinasas de tipo IV son estructuralmente similares a las del tipo I, pero
presentan dos deleciones que las acortan con respecto a éstas.

- Las quitinasas de tipo V se caracterizan por la presencia de dos dominios de
unidn a la quitina en la regién amino-terminal.

- Las quitinasas de tipo VI son estructuralmente similares a las del tipo IV, pero
presentan una homologia significativa con las quitinasas bacterianas (Melchers et al.,
1994).

Existen excepciones a esta clasificacién. Por ejemplo, al menos dos quitinasas
basicas de patata se encuentran en el espacio extracelular (Kombrink e al., 1988); una
quitinasa basica de cebada carece del dominio de unién a quitina, si bien el resto de la
proteina es muy homélogo a las quitinasas de tipo I (Leah et al., 1987); dos quitinasas
de ajo poseen un punto isoeléctrico dcido pero estructuralmente pertenecen al tipo I
(Van Damme er al., 1993).

j Tipo [
— 1 ripon
e Tipo 11
I | Tipo 1V
1 Tipov
SR AR Tipo Vi
- Péptido senal
Dominios de unién a quitina Figura 4. Estructura de las
- Secuencia de localizacion vacuolar quitinasas de plantas.

WZN Region catalitica
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Como se ha sefialado anteriormente, las quitinasas de plantas se inducen
especificamente como respuesta al ataque de patégenos. La expresion de la actividad
quitinasa, al igual que el resto de proteinas PR, se induce como parte de los
mecanismos de defensa frente al ataque de patégenos. En primer lugar, la infeccién de
una planta por patégenos, ya sean viricos, bacterianos o flingicos, conlleva un aumento
considerable en la actividad quitinasa (revisado por Graham y Sticklen, 1994). Esta
induccién es mas intensa en las zonas de infeccidn, y decrece paulatinamente hacia la
periferia, como demuestran los estudios de regulacién del promotor de una quitinasa de
Jjudia (Roby eral., 1990). La presencia de actividad quitinasa en partes no infectadas de
la planta inducida durante la SAR ha sido demostrada en numerosas ocasiones (Métraux
y Boller, 1986), aunque a veces no forma parte de esta respuesta (Uknes ez al., 1992).

Se ha observado una induccién de la actividad quitinasa por sustancias que
actiian como sefiales celulares de la respuesta de defensa. El tratamiento con etileno
origina un incremento coordinado de las actividades B-glucanasa y quitinasa, y un
inhibidor de la biosintesis de esta molécula reduce la acumulacién de quitinasa en
plantas de judia y melén (Broglie er al, 1986, 1989; Roby er al., 1985, 1986).
Asimismo, el tratamiento de plantas sanas con dcido salicilico induce, como se ha
descrito anteriormente, la acumulacién de quitinasas y B-glucanasas: en hojas de
Arabidopsis, la actividad GUS controlada por el promotor de una quitinasa de esta
misma planta se induce por SA (Samac y Shah, 1991). Las quitinasas vegetales pueden
inducirse, finalmente, por elicitors, vegetales o fingicos, y por una serie de estreses
abidticos, como la herida mecdnica y la presencia de metales pesados o sales
inorgénicas (revisado por Graham y Sticklen, 1994). En cualquier caso, las isoformas
que se inducen por cada molécula inductora pueden ser diferentes (revisado por
Graham y Sticklen, 1994).

Sin embargo, también estin presentes en condiciones no relacionadas con estrés
externo alguno, lo cual sugiere otras funciones enddégenas. Se han encontrado
quitinasas en plantas sanas, en ausencia de patégenos o sus elicitors (Regalado y
Ricardo, 1996; Shinshi et al., 1987; Lotan er al., 1989; Kragh et al., 1990). En estos
casos, su presencia esta restringida a ciertos 6rganos o tejidos. Se ha descrito la
presencia de quitinasas en ciertas etapas del desarrollo de flores (Harikrishna er al.,
1981, Neale er al., 1990), en raices (Shinshi et al., 1987; Neale et al., 1990; Clarke et
al., 1994; Del Campillo et al., 1992), tubérculos (Araki ez al., 1992), frutos (Collado ez
al., 1992; Leah et al., 1991) y en tejidos senescentes (Legrand et al., 1987), asi como
en hojas jévenes (Clarke er al,, 1994). Las quitinasas se encuentran entre la primera
bateria de genes cuya expresién es potenciada por tratamientos con auxinas y
citoquininas (Meeks-Wagner et al., 1989; Neale er al., 1990). No se puede descartar,
sin embargo que esta regulacién hormonal o de desarrollo de la expresién de algunas
quitinasas mantenga el sentido protector frente al ataque por patégenos que se atribuye a
estas proteinas. De este modo, y dado que la presencia de de quitinasas en estos tejidos
y/o circunstancias suele estar asociada a la presencia de B-glucanasas y otras sustancias
antimicrobianas, se ha sugerido que estas enzimas protegerian dichas estructuras, mas
sensibles a agresiones externas, de ataques por fitopatégenos (Shinshi er al., 1987,
Memelink, 1988; Neale er al., 1990; Regalado y Ricardo, 1996).
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Recientemente se han encontrado claras evidencias de la existencia de un papel
de las quitinasas diferente al defensivo. Unos mutantes de zanahoria incapaces de sufrir
embriogénesis somadtica recuperan esta capacidad al afiadir al medio de cultivo una
quitinasa (De Jong er al., 1992; Kragh er al., 1996). La adicién del factor Nod de
nodulacién, un lipooligosacarido de GlcNAc que simula la organogénesis de nédulos
simbidticos en leguminosas (Truchet er al., 1991) también es capaz de devolver el
fenotipo silvestre a cultivos del mutante (de Jong er al.. 1993). Es posible que, en este
caso, la quitinasa esté liberando al medio las sefiales necesarias (probablemente, oligo-
GleNAc, mas o menos complejos) para este proceso. Sin embargo, la biisqueda de un
sustrato para las quitinasas en las plantas no ha sido muy fructifera. Solamente se han
encontrado evidencias de la existencia de oligosacaridos de GlcNac en las paredes
celulares secundarias de una solandcea, pues se ha observado la unién en esta zona de
quitinasas bacterianas y de la aglutinina de germen de trigo, lectina especifica de
oligémeros de GlcNAc (Benhamou y Asselin, 1989).

La intensidad de la induccién de la actividad quitinasa puede depender de la
compatibilidad de una infeccién. Fink ef al. (1990) han demostrado que la infeccién de
cebada con cepas compatibles de Puccinia no producen alteraciones en los niveles de
actividad quitinasa de la planta, mientras que durante la reaccién incompatible los
niveles de esta enzima aumentan rapidamente. Otros estudios demuestran que, en
muchas interacciones de plantas con hongos fitopatégenos los niveles de enzima,
actividad y/o mensajero en las etapas tempranas de las infecciones son mayores en
cultivares resistentes que en los cultivares susceptibles (Danhash ez al., 1993).

Numerosos estudios in vitro han demostrado la actividad antifiingica de
quitinasas frente al crecimiento de hongos filamentosos que contienen quitina en su
pared. En la tabla 8 se resumen las quitinasas que se han ensayado, asi como la especie
de la que proceden, y el hongo al cual se enfrentan (Graham y Sticklen, 1994).
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Origen de la Hongo ensayado Respuesta Sinergia con
quitinasa antipatogénica B-glucanasas
Guisante Ascochyta pisi N.D. Si
Arabidopsis Alternaria solani No N.D.
Guisante Aspergillus niger N.D. Si
Guisante Athefia bombacina N.D. Si
Trigo Borrytis cinerea No N.D.
Tabaco B. cinerea No N.D.
Crataegus sp. B. cinerea No N.D.
Arabidopsis Fusarium solani No Si
Guisante F. solani No N.D.
Judia Fusarium sporotrichoides Si Si
Arabidopsis Gaeumannomyces graminis No N.D.
Guisante Penicillium digitatum No Si
Trigo Phycomyces blakesleeanus Si N.D.
Tabaco P. blakesleeanum Si N.D.
Manz. Esp P. blakesleeanum Si N.D.
Arabidopsis Phytophtora megasperma No N.D.
Judia Rhizoctonia solani Si N.D.
Arabidopsis Sclerotinia sclerotium No N.D.
Guisante Thielaviopsis basicola N.D. Si
Trigo Trichoderma hamatum Si N.D.
Tabaco Trichoderma hamatum St N.D.
Crataegus sp. Trichoderma hamatum Si N.D.
Arabidopsis Trichoderma reesei Si N.D.
Judia Trichoderma reesei Si Si
Judia Trichoderma viride Si Si

Tabla 8. Efecto antifiingico de quitinasas aisladas de plantas (modificado de Graham y
Sticklen, 1994). La dltima columna indica la existencia de efecto sinérgico con B-1.3-
glucanasas (ver apartado 4 de esta introduccion). N.D.: no determinado.

Se han expresado quitinasas en plantas, y se ha ensayado la resistencia de las
plantas trangénicas frente a hongos fitopatdgenos. Los resultados no han sido siempre
positivos. Neuhaus er al. (1991b) transforman plantas de tabaco con una quitinasa de la
misma planta, pero la susceptibilidad de las plantas transgénicas frente a la infeccion
por el hongo Cercospora nicotianae permanece inalterada. En algunas de estas plantas
se observa que los niveles de actividad quitinasa son insélitamente més bajos que los de
las plantas control. Este fenémeno, denominado supresién génica o cosupresién, tiene
lugar cuando varias copias de genes homoélogos coexisten en el mismo genoma (Kunz
et al., 1996). En cualquier caso, incluso las plantas con altos niveles de quitinasa
presentan una inalterada susceptibilidad al fitopatégeno. Se ha expresado en
Arabidopsis el RNA antisentido de una quitinasa de tipo I de la misma planta. Las
plantas transgénicas, incapaces de acumular mds del 10-40% de la actividad quitinasa
de las plantas control, no presentan ninguna variacién en cuanto a la susceptibilidad al
hongo fitopatégeno Botrytis cinerea (Samac et al., 1994). Sin embargo, y al igual que
sucede con las B-1,3-glucanasas, estos experimentos no son concluyentes, dada la
cantidad de isoenzimas diferentes que una planta posee y la diferente actividad in vitro
que cada una de ellas presenta frente a cada patégeno.

Por otra parte, Broglie er al. (1991) han transformado plantas de tabaco y de
nabo con una quitinasa basica de judia y consiguen niveles de actividad quitinasa en las
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plantas transgénicas 50 veces mayor que los de las plantas control. Las plantas’
transformadas crecen mejor que las plantas sin transformar en presencia del hor}gb
fitopatégeno Rhizoctonia solani y presentan sintomas de la enfermedad en ménor
proporcién. La mortalidad de las germinulas en presencia del patégeno pasa del 53% al
37%. Se ha sugerido que la eficacia de esta quitinasa en especies heterélogas podria
estribar en las diferencias en propiedades que posee con respecto a las quitinasas
enddgenas (Lamb er al., 1992).

Lin er al. (1995) estudian el efecto antipatogénico de la quitinasa de arroz por
sobreexpresion de la enzima en plantas de arroz. Los resultados muestran que la
resistencia de cada planta transgénica esta correlacionada con los niveles de actividad
quitinasa que presentan. Por tltimo, la expresién de una quitinasa dcida de cebada en
plantas de tabaco confiere a las plantas transgénicas una mayor resistencia al ataque del
hongo R. solani. Este efecto protector de la quitinasa aumenta de forma sinérgica al
expresar a la vez esta enzima con una B-13-glucanasa o con otras proteinas
antifingicas (Jach er al., 1995; ver apartado siguiente).

3.3. Efecto sinérgico de las quitinasas vegetales y otras sustancias
antimicrobianas.

Al igual que algunas quitinasas de Trichoderma (ver apartado 1.4. de esta
Introduccién), las quitinasas vegetales presentan un efecto sinérgico in vitro e in vivo
con otras enzimas hidroliticas y compuestos antiftingicos (ver tabla 8). Mauch er al.
(1988), al estudiar el efecto antiflingico de una quitinasa basica de guisante, encuentran
que las hifas de algunos patégenos (en concreto, Fusarium solani, Alternaria solani 'y
Fusarium oxysporum) son resistentes a la quitinasa y a una 8-1,3-glucanasa, pero no a
la mezcla de ambas enzimas. Sela-Buurlage er al. (1993) también encuentran un efecto
sinérgico en la inhibicién del crecimiento del hongo fitopatégeno Fusarium solani al
combinar la quitinasa basica o la 4cida con la B-1,3-glucanasa basica de tabaco. El
mismo efecto es observado también con una quitinasa de tipo VI de tabaco en
combinacién con la -1,3-glucanasa de tipo I (Melchers ez al., 1994).

Por otra parte, se han realizado experimentos de inhibicién del crecimiento de
hongos fitopatégenos con mezclas de quitinasas y otras proteinas antipatogénicas no
hidroliticas. Leah et al. (1991) demuestran la sinergia de una quitinasa y una proteina
inactivadora de ribosomas (Ribosome-Inactivating-Protein, RIP), ambas de cebada,
cuyos efectos antifiingicos por separado habian sido determinados previamente, frente a
los hongos Trichoderma reesei, Fusarium sporotrichioides, Rhizoctonia solani y
Borrytis cinerea. El efecto es ain mayor al combinar ambas proteinas con una 8-1,3-
glucanasa de la misma planta.

Los estudios realizados con plantas transgénicas que sobreexpresan varias
proteinas con propiedades antiftingicas refuerzan los datos de los ensayos in vitro. En
concreto, se han transformado plantas de tabaco con diferentes combinaciones de las
proteinas antifiingicas de cebada anteriormente citadas: quitinasa, B-1,3-glucanasa y
RIP. La proteccién que confiere cada proteina por separado se incrementa notablemente
de forma sinérgica al expresar simultdneamente la quitinasa y la glucanasa o la quitinasa
y la RIP (Jach et al., 1995). En este estudio se observa, ademas, que la proteccién
ejercida por la quitinasa y por la RIP presenta un efecto de saturacion al aumentar el
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porcentaje de expresion de la proteina introducida. Esto puede explicarse, en el primer
caso, por la limitada accesibilidad a la quitina que el patégeno permite (tan sélo la zona
apical de crecimiento de las hifas presentan la quitina al exterior), y, en el segundo
caso, por la limitacién de la entrada al citoplasma de la proteina RIP a las zonas
apicales, mds dificultosa en zonas maduras de la hifa que contienen capas de
polisacaridos adicionales.

Estos estudios, junto con otras observaciones, sugieren un mecanismo de
sinergia en el cual las glucanasas permiten el acceso a zonas de la pared celular antes
inaccesibles para la quitinasa y viceversa. LLa accién hidrolitica de estas proteinas, a su
vez, facilitan el acceso a la proteina RIP a las células fiingicas.

Otro tipo de experiemntos consiste en la expresiéon heter6loga de genes de
quitinasas. En el apartado anterior se sugeria que la eficacia antipatogénica de la
quitinasa de judia expresada en tabaco y nabo podria deberse a la complementacién de
las propiedades de las quitinasas existentes en la planta transformada. En este sentido,
se ha trabajado con una quitinasa de la bacteria Serratia marcescens, cuya actividad
antipatogénica se habia demostrado al expresarla en células de E. coli. Las bacterias
transformantes eran capaces de controlar la infeccién de germinulas de judia por
diversos patégenos. Ademds, las plantas de tabaco transgénicas que expresan esta
quitinasa son mads resistentes al ataque por el fitopatégeno R. solani (Oppenheim y
Chet, 1992).
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MATERIALES Y METODOS



1. ORGANISMOS.

1.1. BACTERIAS.

las cepas de bacterias utilizadas en este trabajo se resumen en la tabla 9:

Escherichia coli NM5322

{Stratagene, LaJolla, USA)

E.ocoil XL1-Blue
{Stratagene)

I coli Y1090 (Promega,
Madison, WI, USA)

L. coli DH5a (Promega)

E.coliCl236

Agrobacterium tumefaciens

LBA4404

Diluc-pro AB), thi, hsd DS, sup E. [F', pro AB. luc
IqZDM15/.

rec A1, end A1, gvr A96, thi, hsd R17. sup F44. rel Al
ke, [F', pro AB, luc lgZDM1S, TnlO, (teth].

F'. DUactJ169), pro At D(lon), wdD139, sirA. supk,
[trp C22: Tnl0(tetr)], (pMCO), AsdR(ry~, mk™).
FROdluc ZAMILS, rec Al, end A1, gyr A96, thi-1. hsd
R17(rk=, mk™), sup E44, rel A1, deo R, Allac ZY A-arg
FuU169.

dut. ung, thi. relA: pCIO5 (CmD.

pltasmidos Cr (criptico), pAL4404

C58-C9. strf thit

Tabla 9: Estirpes de F. coli v A. tumefaciens y su genotipo.

1.2. HONGOS FILAMENTOSOS.

En latabla 10 se presentan los hongos utilizados. asi como su procedencia.

Especie Estirpe Procedencia
Trichoderma harzianum CECT 2413 Coleccion Espanola de Cultivos Tipo.

Burjassot (Valencia)

T viride CECT 2423 id.
Glioctadium (T.) virens CECT 2460 id.
7. koningii CECT 2412 id.
7. longibrachiarm CECT 2606 1d.
T. reesei CECT 2414 id.
Rhizoctonia solani CECT 2815 id.
Botrytis cinereua CECT 2100 id.
Fusarium oxysporum CECT 2154 id.
T harzianum IMI 206040 Universidad de Gante (Bélgica)
Gibberella fujikuroi IMI 58289 id.
R. solani 1556 y D2 Universidad de Napoles (lItalia)

Tabla 10: Hongos filamentosos utilizados.
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1.3. PLANTAS.
La variedad de tabaco utilizada en este trabajo ha sido Nicotiana tabacum var. Xhanti.

2. MEDIOS DE CULTIVO. MANTENIMIENTO DE LAS MUESTRAS Y
OBTENCION DE MATERIAL.

2.1. BACTERIAS.

l.as bactenas, tanto E. coli como A. tumefuaciens, se cultivan en medio LLB. Para la
seleccion de bacterias portadoras de plasmidos, se suplementa el medio con 100pg/ml de
ampicilina o kanamicina (LB+Ampl00 y L.LB+Kan100, respectivamente). y para la seleccion de
Agrobacterium frente a E. coli, 250ug/ml de estreptomicina (Str250). La cepa de £. coli CJ236 se
cultiva en medio LB con 30 pg/ml de cloranfenicol (Cam30). La actividad (-galactosidasa se
detecta afiadiendo al medio el sustrato X-gal a 40 prg/L., cuya hidrélisis por la accion de la enzima
origina colonias azules.

Medio LLB: 10 ¢/l bactotriptona. 5 /L. extracto de levadura. 10 /1. NaCl. 15 g/l agar (solo para
cuttivo solido).

2.2. HONGOS FILAMENTOSOS.
2.2.1. Cultivo sélido. Esporulacion.

l.os hongos se mantuvieron en medio rico PDA, en el cual son capaces de esporular. En el
caso de R. solani, que no esporula, el medio PDA se us6 para obtener discos de micelio.

Las esporas se recogen afiadiendo en cada placa 10ml de agua estéril a la superficie del
micelio ya esporulado y rascando suavemente con un asa estéril. En el caso de B. cinereu. cuyas
esporas son muy hidrofobas, se afiade al agua 0.1% de Trnitén X-100.

Para eliminar los restos de micelio, la suspension se filtra con papel de filtro estéril. Las
esporas se lavan varias veces con agua, se resuspenden en 5-10 ml de agua y se cuentan en una
camara de Burker.

Una vez lavadas y a la concentracion deseada, las esporas pueden almacenarse a 4°C
durante [ 6 2 semanas. Para periodos mas largos, se afiade 10% de glicerol y se guardan a-20 6 -

80°C.

Medio PDA: 20 g/l extracto de patata*, 20 g/L glucosa, 20 g/L agar.
*Puré de patatas comercial (Riera-Marsa, Espana), o PDB ("Potato Dextrose Broth", Difco, Espana)

2.2.2. Cultivo liquido.

LLos hongos se pueden mantener en medio minimo Czapek (CZ), o en medio rico PDB.
que es el mismo que ¢l PDA pero no contiene agar.



,  Parala obtencion de DNA de Trichoderma y Gliocladium. se moculan aproximadamente
10 esporas en 400 ml de medio CZ con glucosa al 10%. Tras 4 dfas de incubacion a 28°C, y con
agitacion a 250 rpm, las hifas se recogen por filtracion en un Kkitasato adaptado a una bomba de
vacio, se lavan abundantemente con 0.1 M de MgCl, y agua. El matenial se recoge y se sumerge
en N2 liquido. Si no se usa inmediatamente, se puede almacenar a -80°C.

En algunos experimentos se cultivé T. harziamum en medio CZ que contenia micelios
autoclavados de diversos hongos filamentosos como dnica fuente de carbono. Para la obtencion
de fos micelios, se inoculan esporas o discos de micelio. y se incuban durante 4 dias a 28°C v
250rpm de agitacion. Los cultivos se autoclavan, se filtran y se lavan tal como se ha descrito
anteriormente. ’

LLos cultivos destinados a la obtencion de ARN se obtuvieron a partir de los micelios que
habian crecido durante 4 dias en CZ con glucosa al 10%. Tras filtrarlos y lavarlos. se inoculan
nuevamente en matraces con CZ y la fuente de carbono adecuada. Se incuban a 28°C con
agitacion durante 2 dias, pasados los cuales el micelio se recoge como se ha descrito
anteriormente y se mantiene a -80°C hasta su uso.

LLos hongos utilizados en los andlisis de resistencia de las plantas transgénicas se noculan
en PDB liquido a partir de trozos de micelio. y se incuban con agitacién a 25°C. El micelio se
recoge, se fava y se homogeneiza en agua. Cuando el hongo es capaz de esporular, se recogen las
esporas de las placas con PDA, y se lavan y cuantifican como se ha descrito en el apartado 2.2.1.

Medio minimo Czapek (CZ): Sales CZ: 0.5 g/l. MgSO4 7H20, 0.01 g/l. FeSO4 TH20, 2 &L
NH4Cl 1 g/l KH2POg4, 0.16g/L. NapHPO4 12H20. Ademas, se afiade una fuente de carbono. la
adecuada para el experimento.

2.3.PLANTAS.

2.3.1. Esterilizacién de semillas.

La superficie de las semillas se esteriliza mediante lavados sucesivos en hipoclorito sédico
7-8% (20 min.). y al menos tres veces en agua destilada estéril.

l.as semillas de tabaco estériles, embebidas en oscuridad durante 24h en agua, se colocan
en cajas de Petri con medio MS (semillas silvestres) o con medio MS + kanamicina 300 mg/ml.,
MSK300 (semillas de plantas transgénicas) y se incuban a 25°C en una cdmara de plantas con luz
y temperatura controladas, bajo un régimen de 16 h de luz y 8 h de oscuridad a 25°C de
temperatura constante.

2.3.2. Medio Hoagland. Cultive hidropénico.

Las plantas de tabaco se adaptan mediante algodén hidréfobo en contenedores con las
raices o el tallo sumergidos en la soluciéon nutritiva Hoagland II (Jones ¢ al., 1982) diluida
al 50%, con atreacion. Se cultivan en cdmaras de plantas con intensidad de luz, temperatura y
humedad controladas: 16 h de luz y 8 h de oscuridad a 25°C y 18°C de temperatura, y 80% y 90%



de humedad, respectivamente. Este procedimiento se ha utilizado para la multiplicacion vegetativa
de plantas de tabaco. Para adecuar las plantulas a las nuevas condiciones de humedad. los
primeros dias se cubren con bolsas de plastico transparente.

Solucién nutritiva de Hoagland II:

Macronutrientes: | mM NH H5PO4,6 mM KNOz. 4 mM Ca(NOyjs, 2 mM MgSO, Las sales se
diluyen a partir de una boluuon stoc{\ IM de cada una.

Micronutrientes: 46.25 #M H3BOs3, 9.15 uM MnCly-dH»0. 0.76 #M ZnSO4 7H,0. 0.32 pM
CuSO45H50,0.11 uM HyMoO,4 -H50. Se anaden a partlr de una solucion stock l()()() X.

Solucion de hierro: 10 ppm SLqucstreneu (Ciba Geigi. Basilea. Suiza). Se ahade a partir de una
solucion stock al 0.5%.

2.3.3. Cultivoin vitro.

I.a manipulacion del tejido vegetal se realiza en esterilidad, en una cdmara de flujo
horizontal, con medios autoclavados y pinzas y bisturies esterilizados por calor. El material
vegetal se mantiene en camaras de plantas en las condiciones descritas en el apartado 2.3.1.

El cultivo in vitro se ha utilizado para la propagacién vegetativa de plantas de tabaco. la
transformacion. regeneracién y propagacion de plantas transgénicas. y para los estudios de
segregacion de la F de las plantas transformadas en medio selectivo.

El medio base utilizado ¢s el MS (Murashige y Skoog. 1962). Los medios se esterilizan
por autoclavado y los antibidticos, esterilizados mediante filtracion, se anaden al medio a 55-
60°C. Finalmente, el medio se dispensa en cajas Petri o en contenedores Magenta (Sigma.
Madrid. Espara).

Medio MS: 4.3 g¢/l. de mezcla basal de MS (Sigma), 0.1 g/L. de mio-inositol, | mi/l. de vitaminas
1000 x. 30 g/L sacarosa. El pH se ajustaa 5.7 con NaOH M. Para medios solidos. se afladen 6 g/L
agar (Difco).

-Vitaminas 1000 x: 0.05 g/L nicotina, 0.005 g/L tiamina. 0.005 g/L piridoxina. 0.005 g/L acido
folico, 0.0005 g/L biotina, 0.025 g/L glicina.

MS germinacién: MS sdélido. Para seleccionar las semillas de las plantas transgénicas, se anaden 300
meg/L. kanamicina.

3. EXTRACCION DE DNA.
. OBTENCION DE DNA PLASMIDICODE E. coli.

Los plasmidos de E. coli se obtuvieron a partir de 1.5 ml de un cultivo que habia crecido
durante toda la noche, segiin los protocolos de lisis alcalina y de lisis por hervido descritos en
Sambrook ¢r al., 1989. Ambos protocolos se basan en la rotura de las células, bien con dlcali o
bien tratandolas con lisozima e hirviéndolas. El DNA se precipita posteriormente con etanol. El
sistema de lisis alcalina puede también aplicarse a cultivos de 15 ml ("midipreps"), o de 250 ml
("maxipreps").
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También se ha usado un protocolo rapido de obtencion de DNA piasmidico de £. coli {He
etaf.. 1991), que se resume a continuacién. Las células de 1.5-3ml de cultivo se centrifugan y se
resuspenden en tampon TELT. Se afiade fenol:cloroformo:isoamilico 25:24:1 (F:C:1). se agita
en el vortex, y se centrifuga unos segundos. La fase acuosa contiene el ADN. que se precipita con
etanol.

Para la secuenciacion. el DNA obtenido por hervido se limpia pasandolo por una columna
de Sephadex G-50 (Pharmacia). y se precipita con etanol. En algunas ocasiones se utilizo el kit de
Wizard Miniprep. de Promega.

Tampon TELT: 2.5M LiCl. 50mM Tris pH 8. 4% Triton X-100. 62.5 mM EDTA.
3.2. OBTENCION DE DNA PLASMIDICO DE A. rumefaciens.

Se inocula una colonia de A. rumefaciens en 5 ml de medio LB suplementado con cl
anubidtico adecuado en un matraz de 30 ml vy se incuba a 28 °C durante 24 h con agitacion
VIgorosa.

Se recogen por centrifugacion las células de 3 mi de cultivo en un tubo Eppendort. Las
minipreparaciones de DNA plasmidico se llevan a cabo mediante el método de lisis alcalina
descrito para £2. coli, con la unica salvedad de que fas células han de incubarse con lisozima
durante 15-30 min a temperatura ambiente y con agitacion, para la digestion de la pared celular.

3.3. OBTENCION DE DNA DE FAGOS.

- Se incuban las bacterias hospedadoras Y 1090 en LB Amp[00 durante toda la noche.

- Se inoculan 100ul de este cultivo en 100 mi de LB, y se incuba hasta que su D.O.600
legue a 0.3.

- Las células se centrifugan a 7000 rpm durante 10 min. y se resuspenden en ¢l volumen
adecuado de 20mM de MgSQO4 para obtener una D.0.600 de 1. B

- Se mezelan 0.5 ml de células con 10-100 gl de tagos (5 104109 w.f.e.). La mezela se
incuba a 37°C durante 30 min.. y se anade a 40ml de LLB.

- Tras incubar en un matraz de 250 ml a 37°C y con fuerte agitacion durante toda la noche.
la lisis de las bacterias debe apreciarse claramente.

- El cultivo se transfiere a un tubo de centrifuga con 100ul de cloroformo, y se mezcla
bien. Se afaden 370 pl de solucién nucleasa y se mantiene 30 min a 37°C.

- A continuacién, se afiaden 2.1g de NaCl, se mezcla a temperatura ambiente hasta
disolverlo, y se centrifuga a 7000 rpm durante 20 min.

- El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo con 3.7 ¢ de PEG-6000. t/na vez disueito
el PEG, se incuba durante | hora a 4°C con agitacion.

- Se centrifuga nuevamente a 7000 rpm durante 20 min a 4°C. El precipitado contiene los
lagos, que se resuspenden en 0.5 ml de tampén SM con 50pg/ml de RNasaA, y se transtiere a
un tubo Eppendorf. Se incuba a 37°C 10 min.

- Se afiaden 0.5 ml de cloroformo, se mezcla y se centrifuga durante 5 min a 15000 rpm.

- Al sobrenadante se le afiaden 20u! de EDTA 0.5M. 10ul de SDS 10% y 2.5ul de
proteinasa K (10mg/ml), y se incuba a 65°C durante 30 min.

- Se extrae con F:C:I , v dos veces con cloroformo:isoamilico (24: ).
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- EI DNA se precipita con dos voltimenes de etanol 100%. y se mantiene a 4°C 30 min. Se
centrifuga, se lava con etanol al 70%. se seca. y se resuspende en 200 ul de tampoén TE o de
agua.

Solucion nucleasa (1ml): 0.5ml glicerol, [0ul NaAc 3M. 3 mg DNAsal. 5 mg RNAsaA
Tampon SM: 20mM Tris HCH(7.4), 100mM NaCl, 10mM MgSO4.
Tampén TE: 10mM Tris, ImM EDTA. El pH se ajustaa 7.5-8.0

3.4. OBTENCION DE DNA GENOMICO DE HONGOS.

El DNA genomico de las diferentes especies de Trichoderma y Gliocladium se obtuvo
segun describen Murray y Thomson. 1980, con algunas modificaciones.

- Los micelios obtenidos como se descibe en el apartado 2.2.2. se trituran en N2 liquido
con un mortero hasta obtener un fino polvo.

- A 3 6 4 g de micelio triturado se le afiaden aproximadamente 30 mi de Tris HCl 0.2M pH
8.0.y 10-15ml de SDS 0.5%. La mezcla se agita suavemente con una mosca a 4°C durante 30
min.

- Se centrifuga 10 min a 4°Cy 10000 rpm.

- Se afiade al sobrenadante | volumen de F:C:1. v se agita suavemente.

Se centrifuga a 15000 rpm y 4°C durante S min.

Nuevamente, se recoge el sobrenadante, v se trata con un  volumen de
cloroformozisoamilico 24:1 (C:I), se agita suavemente. y se vuelve a centrifugar en las
condiciones anteriores.

- La fase acuosa se transfiere a un nuevo tubo que contiene RNasaA, de manera que la
concentracion final sea de Lpg/ml. Se incuba durante 1h a 37°C.

- Se extrae con F:C:I y con C:I.

- Se recoge la fase acuosa, y el DNA se precipita con 0.1 volimenes de acetato sédico 3M
v | volumen de isopropanol (6 2 de etanol 100%).

- Tras incubar a -20°C al menos 2 horas, el DNA se recoge por centrifugacion durante 5
min a 15000 rpm v 4°C.

- Bl precipitado se lava bien con etanoi 70%. se seca y se resuspende en 300ul de TE.

- La concentracién del DNA en soluciones se estima tras la medida de la absorbancia de la
muestra a 260 nm, asumiendo que cada unidad de densidad 6ptica equivale a 50 mg/mi de ADN.

3.4. OBTENCION DE DNA GENOMICO DE PLANTAS.

Se siguié el método descrito por Rogers y Bendich (1985), basado en el uso del
detergente CTAB (cetil trietil amonio bromuro). En presencia de altas concentraciones de sal (0.7
M), los acidos nucleicos forman complejos solubles y estables con el CTAB: al bajar la
concentracién por debajo de 0.4 M NaCl, los dcidos nucleicos precipitan dejando la mayoria de
los polisacaridos en solucién. El CTAB se elimina facilmente dada su solubiblidad en etanol. El
protocolo que se detalla es una modificacién adaptada para la obtencién de minipreparactones de
DNA genémico de plantas.

- El material recolectado se congela inmediatamente en No liquido y se guarda a -80°C
hasta su uso.



- El material se tritura en N liquido hasta obtener un polvo fino. Se necesita al menos
200 mg de matenal.

- Se afiade 1 vol de tampon de extraccién (1 pl/mg de material vegetal) y la mezela se
incuba a 65°C durante 15 min.

- Se centrifuga a 13000 rpm durante 10 min en la microcentrifuga a temperatura ambiente.

- El sobrenadante se extrae dos veces con | volumen de C:l, centrifugando en las
condiciones anteriores.

- Se homogeneiza con un vel de tampén de precipitacion. El DNA cendmico precipita
ai incubar durante al menos 30" a temperatura ambiente.

- Se centrifuga en las condiciones anteriores, y se resuspende el precipitado en 500 zl de
CsCl T MceonlO prg de RNAsa A.

- EI DNA se precipita con | ml de etanol absoluto durante 30 min a temperatura ambiente.
Se centrifuga, y el precipitado se lava con etanol al 70% vy se resuspende en 50-200 pl de agua 6
0.1xTE. Las muestras se aimacenan a 4°C.

Tampon de extraceion: 2% CTAB (p/v). 100 mM Tris-HCIL, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl. [ % PVP
(p/v). pH 8. Se disuelve calentando, se autoclava y se mantiene a temperatura ambiente.

Tampon de precipitacion: [% CTAB (p/v), 50 mM Tris-HCLL 10 mM  LDTA. 1% 2-8-
mercaptoetanol, pH 8. Se prepara igual que el anterior, saivo que el B-mercaptoetanol se anade justo
antes de usar.

4. EXTRACCIONDE RNA.
4.1. OBTENCION DE RNA DE Trichoderma.

ElI RNA total de Trichoderma se obtuvo segin se describe en Wadsworth ez af., 1988, con
algunas modificaciones. Todas las soluciones, salvo el tampoén de extraccién, deben tratarse
durante al menos 12h con DEPC 0.1% y autoclavarse. Es necesario ¢l uso de guantes y material
estéril durante todo el proceso.

- Bl micelio se recoge como se describe en el apartado 2.2.2., y se tritura en N2 liquido
hasta obtener un polvo fino.

- En un tubo de centrifuga de 30 ml se adaden. por cada gramo de polvo. 2.5 ml de
tampon de extraccion. La mezcia se agita bien hasta obtener una pasta homogénea.

- Se aflade un volumen de F:C:1, y se agita nuevamente.

- Se centrifuga a 9000 rpm y 4°C durante 15-20 min.
[La fase acuosa se fenoliza dos veces mas en las condiciones anteriores.

- Se afiade un volumen de C:I, y se centrifuga de nuevo.

- Se recoge con cuidado la fase acuosa, que se pasa a un tubo Corex, y se anade |
volumen de LiCl 6M. Se mantiene a 4°C al menos una hora (mejor durante toda la noche).

- Se centrifuga a 9000 rpm y 4°C durante 30 min.

- El precipitado, que contiene el RNA, se resuspende en un volumen de LiCl 3M, y se
centrifuga de nuevo.

- Se anaden 400l de AcNa 0.3 M, pH 5.8. se resuspende el precipitado y se calienta a
55°C durante 10 min. Se pasa a un tubo Eppendorf de 1.5 ml.

- Inmediatamente, se afiade Imi de etanol frio. y se incuba a -80°C durante 15 min.

- Se centrifuga 15 min a 4°C. El precipitado se seca y se disuelve a 55°C en 50 ul de agua.

- E1 RNA se almacena a -80°C hasta su andlisis.
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- La concentraciéon de RNA se estima en el espectrofotémetro. asumiendo que cada unidad
de absorbancia a 260 nm corresponde a 40 mg/ml de RNA. Es conveniente visualizar una alicuota
de 1 6 2 pl en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

Tampon de extracciéon : 25 mM NaClitrato pH 7.0. 4 M isotiocianato de guanidinio. |.5% (piv) Na-
faurii-sarcosina. 100 mM b-mercaptoetanol (7 ylimi de solucion comercial 14M antes de usar). Se
esteriliza por filtracion v se mantiene a 4°C.

4.2. OBTENCION DE RNA DE PLANTAS.

Para extraer el RNA total de tabaco, se recogen 300-500mg del material vegetal que se
desea analizar. se sumergen en N2 liquido, y se trituran en un mortero. 200 mg son suficientes
para obtener S0xg de RNA. El protocolo que se sigue es el mismo que se¢ ha descrito para
Trichoderma. pero se efectia en tubos Eppendorf (al menos 2 tubos por planta). y las
centrifugaciones tienen fugar en una microcentrifuga retrigerada a 14000 rpm.

5. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA POR PCR.
3.1. PCR A PARTIR DE FAGOS.

lLa téenica de PCR permite conocer en unas horas ¢l tamano de los iasertos que
contienen los fagos aislados de una genoteca de ¢DNA. Los fagos se someten a la amplificacion
del inserto para asi descartar aquellos cuyo tamano no se corresponde con el estimado para el gen
que se busca.

El protocolo que se ha seguido en este trabajo es el siguiente:

- En un tubo Eppendorf de 500l se mezclan:
I el de fago desnaturalizado (10 min a 70°C)
[zl (3 ng) de cebador Agtl1 directo (Promega)
[l (3 ng) de cebador Agtll inverso (Promega)
lul tampon PCR 10x
4l agua

- Se incuba a 95°C durante 10 min para asegurar la completa desnaturalizacion del
DNA.
- Se anade tul de dNTPs 2.5mM y 1pul de Taq polimerasa (1U/pl), y se cubre con
aceite mineral para evitar la evaporacién de la muestra.
- Se flevan a cabo 30 ciclos de amplificacion:
30 s a 95°C (desnaturalizacion)
I min a 57°C (apareamiento)
I min a 72°C ( polimerizacion del DNA)

- Se incuba a 72°C durante 5 min mas para completar la polimerizacion de todas las
moléculas de DNA.

- El producto de la PCR se mezcla con TAE 1x, se elimina el aceite mineral, y se
analiza en un gel de agarosa.



Cebador Agtl! directo: 3' GGTGGCGACGACTCCTGGAGCCCG 3
Cebador Agtll inverso: 5" TTGACACCAGACCAACTGGTAATG 3°
Tampon PCR 10x: 500mM KCl, 100mM Tris HCI (8.3), 15mM MgCl2, 0.1% gelatina.

5.2. PCR A PARTIR DE BACTERIAS.

L.as bacterias que contienen un pidasmido pueden ser también sometidas a la técnica de

P?CR para averiguar en unas horas el tamafio del inserto que portan. De este modo. se puede
analizar un gran nimero de colonias a la vez. eficaz y rdpidamente. i.os cebadores que se han
atlizado en este trabajo son las secuencias de M13 directa e inversa, que tlanquean el sitio de
clonacion mdltiple de los plasmidos pSK y pGEM-T. Si bien las condiciones de amplificacion del
DNA son las mismas que las de la PCR de fagos, la preparacion de la muestra es diferente. Sc
mezelan en un tubo de S00pul:

11l (3 ng) de cebador M 13 directo (Promega)

1l (3 ng) de cebador M 13 inverso (Promega)

tpl tampon PCR 10x

Sl agua

A esta soluciodn se ariade una minima cantidad de la colonia de fa bacteria que se desea
analizar. Se incuba a 95°C durante 10 min para lisar la baceria y desnaturalizar el DNA. se anaden
fos nucieotidos. la Taq polimerasa v el aceite mineral, y se continda con fa reaccion de
amplificacion.

Cebador M13 directo: 5" GTTTTCCCAGTCACGAC 3’
Cebador M13 inverso: 5° CAGGAAACAGCTATGAC 3°

5.3. PCR A PARTIR DE DNA GENOMICODE T. harzianum.

Con {a técnica de PCR es posible clonar genes de proteinas de secuencia parcialmente
conocida. Para ello. es necesario diseniar oligonucledtidos degenerados que se correspondan con
fas secuencias de aminoacidos. y usarlos como cebadores en reacciones de amplificacion sobre
DNA genomico. El producto de la PCR se comprueba por secuenciacién y se usa como sonda
para escrutar el gen buscado en una genoteca de cDNA.

5.3.1. Disentio de los oligonucledtidos.

Los cebadores para la amplificaciéon se disefiaron segtin las normas descritas en
Sambrook er al., 1989, y con ayuda del programa "Backtranslate” que se incluye en el paquete
GCG (Devreux et al., 1984).

A partir de las secuencias de aminodcidos conocidas de la proteina se deducen las
secuencias de nucledtidos que pueden codificarlas. Entre ellas, se escogen las zonas menos
degeneradas (es decir, que permiten menos cambios de nucledétidos), procurando que la zona 3'
sea rica en C y G. Si en una posicién pueden encontrarse cualquiera de las cuatro bases, se
introduce una inosina (I), que aparea parcialmente con cualquiera de los cuatro nucledtidos: si
puede estar ocupada por C o T. se eligelaT.



5.3.2. Reaccion de amplificacién.

LLas condiciones de la PCR fueron variando hasta que se obtuvo una banda clara vy
especifica, como se explica en Resultados. Una reaccion tipica es la siguiente:
- En un tubo Eppendorf de 500 ui, se mezcla:
I q#l DNA de 7. harzianum (30ng/pl)
Iyl tampon PCR 10x
I 41 (100 pmol} oligonucledtide "sentido™(*}
Il (100 pmol) oligonucledtido "antisentido™(*)
4 pl agua

£%): Los oligonicledtidos "sentido" y "antisentido” se corresponden con las cadenas codificante y
no codificante, respectivamente, del DNA molde.

- EI DNA se desnaturaliza por completo calentando a 95°C durante 15 min.
- A continuacioén se anaden la enzima (1U de Tag polimerasa). los nucledtidos (1ul de
dNTPs 2.5mM) y el aceite mineral (40-50 pel).
- La reacaion de amplificacion se repite 30 veces:
I 'min a 95°C (desnaturalizacion}
I min a 60°C {alineamiento)
2 min a 72°C (polimenzacion

- Se mantiene, en el dltimo ciclo, 3 min mas a 72°C.
6. MANIPULACIONDE DNA.

6.1. VECTORES.
La genoteca de ¢cDNA de Trichoderma harzianum CECT2413 estaba construida en el
bacteriofago lgtl1 (Young y Davis, 1983).

El plasmido pBluescript I SK (+) (pSK+, Stratagene) se ha utilizado para la clonacion
y secuenciacion de los fragmentos delecionados, asi como para la obtencion de DNA de cadena
sencilla a partir del origen de replicacion del fago f1.

El plasmido pGEM-T (Promega) se ha utilizado para la clonacion de productos de PCR.
Procede del vector pGEM-5Zf(+) (Promega) cortado con EcoRV. al que se ha aradido dos
timidinas en los extremos 3. De este modo se consigue una eficaz clonacion de productos de
PCR. va que, a menudo, las polimerasas termoestables introducen sendas adenosinas en los
extremos 3" del DNA que estan sintetizando.

El plasmido pBI221 (Clontech, Palo Alto, CA, USA) contiene el cassette con el promotor
constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor (35S CaMV), el gen Gus y el terminador de
ta nopalina sistetasa (NOS) de A. rumefuciens, clonados en el plasmido pUC19. Este plasmido se
ha utilizado para clonar, sustituyendo al gen Gus, el ¢cDNA que se deseaba expresar
constitutivamente en plantas. Luego, el cassette entero (promotor-cDNA-terminador) se subclona
en pBinl19, y se transfiere a plantas de tabaco via A. rumefaciens.



El vector binario pBin19 (Bevan, 1984) contiene el origen de replicacion bacteriano RK2,
el gen de la nopalina sintetasa. que confiere la resistencia a kanamicina tanto en bacterias como en
plantas, y las regiones Ti de movilizacion de DNA necesarias para {a transformacion de plantas de
tabaco con A. wmefuciens. En este vector se clonaron los genes de hidrolasas de Trichodermua
para la posterior transformacion estable de plantas de tabaco.

El plasmido pGEX-2T (Pharmacia Biotech, Barcelona, Esparia) contiene, bajo el control
del promotor ptac (inducible por IPTG. ver apartado 17.1). la secuencia del gen de fa glutation-S-
transferasa (GST). I-sta acaba en una secuencia de reconocimiento de la proteasa trombina. y en
un sitio de clonacion multiple. Se ha usado para la expresion heteréloga de proteinas en bacterias.

6.2. RESTRICCION

f.as enzimas de restriccion utilizadas en este trabajo fueron suministradas por las casas
comerciales Boehringer Mannheim (Barcelona, Espania) y Pharmacia. Las reacciones se realizan
siguiendo las condiciones recomendadas por los fabricantes, en un volumen de 20-40 pl y con |-
S U/ue DNA durante 1-4 h.

Para las digestiones dobles. si no existe un tampdén compatible para ambas enzimas. se
digiere primero con una. se precipita el DNA con etanol. y a continuacion se realiza la segunda
digestion. Otra opcion consiste en realizar primero la digestion con la enzima que requiera menor
concentracion de sales y, una vez concluida, ajustar fa concentracion salina para el segundo
tratamiento.

6.3. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA DE GELES DE AGAROSA.

Los tragmentos de DNA obtenidos a partir de PCR u originados por digestion de
pldsmidos se separan en geles de agarosa, se recortan, v se aislan mediante el método de Gene-
clean® (Bio 01, La Jolla, CA. USA), que se basa en la solubilizacién de la agarosa en Nal y Ia
union del DNA a una matriz de perlas de vidrio.

6.4. GENERACION DE EXTREMOS ROMOS.
6.4.1. Relleno de extremos 5' prominentes.

La polimerasa Klenow es capaz de rellenar extremos 5' prominentes gracias a su actividad
DNA-polimerasa 5'->3". Tras la digestién con la enzima de restriccion adecuada, se afaden 1yl
de dNTPs 0.5mM y 1pul de Klenow (2U), y se incuba a 30°C durante 15 min. La enzima se

inactiva por calentamiento a 75°C durante 10 min.
6.4.2. Degradacion de extremos 3' prominentes.

L.a T4 DNA polimerasa, gracias a su actividad exonucleasa 3'->>5'. degrada los extremos
3' prominentes generados por aigunas enzimas de restriccidn.
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En un volumen final de 20 pl . se mezcla el DNA, 2 yl de tampon T4 DNA
polimerasa, 6 pl de dNTPs 0.5 mM y 1ul (1U) de enzima. La incubacion tiene lugar a 30°C
durante 15 min.

Tampén T4 DNA polimerasa 10x: 50mM Tris HCL [OmM MgCl2, 7mM 8-
mercaptoetanol, 0.1mM EDTA, pH 7.5.

6.5. DESFOSFORILACION DE PLASMIDOS.

lLos plasmidos linearizados pueden autoligarse, perdiéndose de este modo eficacia en las
tigaciones. Para evitarlo. es conveniente desfosforilar los plasmidos antes de efectuar la ligacion.

- Tras la digestion del DNA (30u1), se anade
Jul tampon AP 10x
1l (1U) fostatasa alcalina
Spl agua
- Se incuba a 37°C durante 30min. [.a enzima se inactiva 10 min a 75°C.

Tampon AP 10x: 0.5 mM TrisHCL ImM EDTA. pH 8.5.
6.6. LIGACIONES.

Se usaron las mismas condiciones para las ligaciones de fragmentos de DNA de extremos
romos que para las de extremos cohesivos. Una reaccion estdndar se describe a continuacion.

- En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se mezclan:
141 (50 ng) DNA plasmido desfostorilado
7pl {100-300 ng) DNA inserto
1yl tampon T4 DNA ligasa 10x
T (1U) T4 DNA ligasa

- Se incuba durante 2-3 horas a temperatura ambiente (=25°C), o bien a 15°C toda la
noche.

Tampon T4 DNA ligasa 10x: 660mM TrisHCL. S0mM MgCl2, 10mM DTT. 10mM ATP.
pH7.5.

6.7. DELECIONES SERIADAS DE DNA.

Para la delecion de regiones especificas de DNA se ha utilizado el kit “Nested deletion kit”
de Pharmacia. siguiendo las instrucciones del fabricante. La digestion controlada del DNA por la
Exonucleasa II1 (Exolll) permite generar a partir de un pldsmido original una serie de versiones
progresivamente mas cortas del inserto que contiene.

La Exolll tiene una actividad 3' exonucleasa sobre DNA bicatenario, es decir,
comenzando por un extremo romo o S'-prominente. No es activa, sin embargo, en extremos 3'-
prominentes.



Con estas caracteristicas, es posible obtener el sustrato conveniente para la digestion
unidireccional de la Exolll. Primero se corta con una enzima de restriccion que origine 3'-
prominentes, para crear asi un extremo insensible a la nucieasa. Es, pues. de suma importancia
asegurarse bien de este corte. ya que protege la integridad del plasmido. El extremo susceptible a
la nucleasa se consigue digiriendo con una enzima que origine extremos romos o 5'-prominentes.

A continuacién se incuba con la Exolll durante diferentes periodos de tiempo. La
velocidad de la enzima se puede modular modificando los pardametros de temperatura v
concentracion de sales durante la incubacion, tal como se especifica en el kit. La digestion de las
regiones unicatenarias que genera la Exolll se consigue con el tratamiento con la nucieasa S1. Los
extremos romos que se obtienen se pueden ligar con la T4 ligasa, v usarse para transtformar £
coli. El tamano del inserto que portan las colonias transformantes se analizan por PCR o por
minipreparaciones de DNA plasmidico y digestion.

6.8. SECUENCIACION DEL DNA.

Se siguid el método de Sanger de fos dideoxinucledtidos (Sanger ¢7 «/., 1977). La sintesis
se inicia a partir de un oligonucledtido complementario a una de las secuencias del fago M13 que
Hanquean el sitio de clonacion de pSK, o bien a una secuencia conocida cercana a la que se desea
conocer. La reaccion tiene lugar en presencia de la polimerasa de DNA vy de los cuatro
deoxinucledtidos, uno de ellos marcados con 39S, Se llevan a cabo cuatro reacciones, cada una
de ellas con una proporcion de cada uno de los dideoxinucledtidos, que detienen la sintesis. De
este modo, se consigue en cada reaccion una serie de poblaciones de DNA de diversos tamarios.,
que se resuelven en paralelo en un gel de acrilamida. Las bandas de la autorradiogratia indican la
presencia de un desoxinucledtido.

En este trabajo se ha utilizado el kit de secuenciacion de Sequenase® Version 2.0 (Umted
States Biochem, USB, Cleveland. Ohio, USA), y seguido las instrucciones del fabricante,
excepto en la desnaturalizacion de la muestra. que se detalla a continuacion.

5.8.1. Desnaturalizacion de la muestra.

Para desnaturalizar el DNA bicatenario de partida. se siguié el método descrito por Hsiao
(1991).

- Al DNA bicatenanio se le anade 1l del oligonucledtido de secuenciacion (10 ng/pb) y 1l
de NaOH IN, y se incuba a 37°C durante 10 min.

- A continuacidn, se neutraliza con 1ul de HCI IN, se mezcla bien, y se afiaden 2ul de
tampon de reaccion Sx.

- Se incuba a 37°C durante 5 min, y se contintia con el protocolo detallado en el kit
Sequenase® Version 2.0.

Tampoén de reaccién Sx: 200 mM Tris HCI pH 7.5, 100 mM MgCl2, 250 mM NaCl.
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6.8.2. Geles de secuenciacion.

“

LLos productos de las reacciones se separan en geles de poliacrilamida de secuencia de 0.2
v 0.4 mm de grosor, que se preparan seglin la receta siguiente:

Gelal: 4% 6%
Urea 20¢ 20¢
TBE 5x 8 ml S mi
Acrilamida/bisacrilamida (38%/2%) 4 ml 6 ml
H20 12 mi 10 mi
persultato amonico 10% 0.2 mi 0.2 mi

Se disueive a 45°C vy el volumen de ajusta con agua a 40 ml. Es conveniente [iltrar con
filtro Millipore (0.45 pm) v desgasificar. A continvacidn, se afaden 20 pl de TEMED
iPharmacia) inmediatamente antes de llenar las placas que. previamente, han sido tratadas con
etanol v acetona, y una de ellas, silanizada. A continuacién, se montan las placas con los
separadores vy, tras el llenado con la mezcla del gel, se coloca el peine. Los pocillos se forman con
peines de dientes de tiburén (Pharmacia). El gel polimeriza completamente al cabo de 30-40 min.
['ras la corrida en tampon TBE 1x a 2500-3000V. ¢ gel se adsorbe a una hoja de papel Whatman
3 MMy se fija en una mezcla de acético/metanol/agua (10:10:80). Posteriormente. se seca en un
secador de vacio (Bio-Rad. Madrid. Espaiiay durante 1 h a 80°C y se¢ expone a peliculas Agfa-
Curix durante 24-48 h a temperatura ambiente.

TBE 8x: 54 ¢/. Tris base. 27.5g/L. dcido borico, 10 mM EDTA pH 8.0.

I.as secuencias obtenidas se trataron con el paquete de analisis del Genetics Computer
Group (GCGQ), de la Universidad de Wisconsin (Devreux et al.. 1984).

7. MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Para la realizacion de las construcciones psCHITH2 (ver apartado 2.2. de Resultados) ha
sido necesario crear artificialmente dianas de restriccion. Para ello. se ha recurnido a las técenicas
de mutagénesis in vitro y la mutacién mediante PCR.

7.1. MUTAGENESIS in vitro.

Se ha realizado segiin las instrucciones del kit de Bio-Rad Muta-Gene®@Phagemid in vitro
Mutagenesis. Brevemente, la técnica consiste en sintetizar in vitro, a partir de un DNA molde
unicatenario. una segunda cadena, utilizando la T4 DNA polimerasa y, como cebador, un
oligonucledtido complementario a la region que se desea alterar y que contiene la mutacion
deseada. [.a DNA ligasa sella la nueva cadena, vy se obtiene de este modo un plasmido hibrido
cadena original-cadena mutada que. en las sucesivas rondas de replicacion, originarin
poblaciones de plasmidos con la copia original v con la mutacién.

El uso de la estirpe CJ236 disminuye de manera eficaz la proporcién de copias originales
que se rescatan tras la mutagénesis in vitro. Sus mutaciones dut y ung permiten obtener cadenas
de DNA con gran cantidad de uracilos en lugar de timinas. Gracias a la inactivacion de la enzima



dUTPasa a causa de la mutacion dut. la estirpe presenta altos niveles intracefulares de dUTP. que
se incorporan a las cadenas nacientes de DNA. La mutacion ung, inactivacion de la uracil-N-
glicosidasa. impide la degradacion de estas cadenas de DNA portadoras de U.

El producto de la mutagénesis in virro. sintetizado en presencia de dTTP, es una doble
cadena de DNA en la que la cadena original presenta uracilos. y la mutada. no. Al transformar con
este plasmido hibrido una estirpe con una uracil-N-glicosidasa activa, ia cadena con U serd
destruida con gran eficacia. v se replicara mayoritariamente fa cadena que contiene la mutacion.

7.1.1. Obtencion de DN A monocatenario.

Se utiliza el fago “helper” MI13K07, derivado de MI3 capaz de replicar fasmidos
contenidos en las bacterias que infecta (pSK en nuestro caso) a partir del origen de replicacion
virico I'l, y encapsidarlos en forma de DNA de una cadena.

- Se transtorman células CJ236 con el plasmido que contiene el inserto que se desea
mutagenizar.

- Se mocula una colonia transtormante en 2 ml de medio LB Cam30. v se deja crecer
durante toda la noche a 37°C con agitacion. La estirpe (1J236 tiene un pldsmido F~ que le confiere
reststencia a cloranfenicol. v que contiene la informacidn necesaria para fabricar pifi.

- Senocula | mi del cultivo anterior en 50 mi de medio 2xYT con AmplO0. y se mcuba a
37°C hasta que el cyltivo alcanza una DOgoQ de 0.3. que corresponde aproximadamente a una
concentracion de 10 células por ml.

- A 30 ml de ese cultivo se le afiade la cantidad apropiada del fago M13K07 para que la
multiplicidad de infeccion sea de 20. El cultivo se mantiene en agitacion durante una hora. durante
la cual se produce la adsorcion de las particulas fagicas a los pili bacterianos.

- Se anade 35 pl de una solucién de kanamicinaa 100 mg/ml, y se continta la incubacion
de 4 a 6 horas mas. La kanamicina selecciona las bacterias que han sido infectadas por el fago.
que porta un gen de resistencia a dicho antibidtico.

- Se centrifuga el cultivo a 12000 rpm y 4°C durante 15 min. y se recoge el sobrenadante.
que contiene las particulas fagicas. Se vuelve a centrifugar en las mismas condiciones. y se filtra.

- El sobrenadante se trata con 150 xg de ARNasaA durante 30 min a temperatura
ambiente.

- Los fagos precipitan al afadir 1/4 del volumen de una solucion 3.5 M acetato amonico,
20% PEG-6000. Se mantiene 30 min en hielo.

- Se centrifuga nuevamente en las condiciones anteriores.

- El precipitado se resuspende en 2001 de una solucion 300 mM de NaCl, 100 mM Tris,
ImM EDTA pH 8.0. Se pasa a un tubo Eppendorf, se mantiene 30 min en hielo. y se centrifuga
durante 2 min en microcentrifuga para eliminar particulas insolubles.

- EI DNA unicatenario se extrae de los fagos tratando dos veces con sendos volimenes de
fenol, una con fenol-cloroformo-isoamilico, y varias con cloroformo-isoamilico. A continuacion,
se precipita con 1/10 del volumen total de acetato amonico 7.8 M y 2.5 vollimenes de etanol. Se
mantiene a -80°C durante 10-15 min. y se centrifuga a 15000rpm y 4°C durante 15 min. Tras
lavar suavemente con etanol al 90% y secar, se resuspende en 20 yl de tampén TE.

- Se analiza una alicuota en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio. En presencia
de EtBr. el DNA bicatenario esta superenrollado, v migra mds lentamente que el unicatenario.



7.1.2. Sintesis de 1a cadena mutante.

Para realizar la reaccidn de sintesis, es necesario primero fosforilar el oligonucledtido
portador de la mutacion que se desea introducir. La reaccidn de fosforilacion es la siguiente:

- Se mezelan, en un tubo eppendort.,

Oligo (20 M) 10ul
Tampén kinasa 5x ol

10 mM ATP .50l
Agua F1.5pl
Polinucleotido kinasa ( 1OU/pel) 97

- Se incuba a 37°C durante 45 min.
- L.a enzima se inactiva calentando a 65°C durante 10 min.

El apareamiento dei oligonucledtido fosforilado con el DNA unicatenario se realiza como
se desceribe a contnuacion:

- Se mezelan:

Oligo fosforilado 2ul

DNA monocatenarno 0.2ug
Tampodn de apareamiento 10x Jpel

Agua Hasta 10l

- Se coloca a 80°C, y se deja enfriar lentamente hasta 30°C, tras de lo cual se mantiene en
hielo.

LLa reaccion de sintesis de la nueva cadena la lleva a cabo la enzima T4 DNA polimerasa.
seglin la reaccion siguiente:
- Se¢ anade a la mezcla antenor:

Tampén de sintesis 10x 1l
T4 DNA polimerasa(*) 2ul
T4 DNA ligasa Il

(*) La T4 DNA polimerasa (3U/ul) se diluye 1:5 en tampon de sintesis 1 X.

- Se mantiene 5 min en hielo. 5 min a temperatura ambiente, y 90 min a 37°C.

- Se afiaden 40ul de T10E|(, y se enfria.

- La calidad de la preparacién se analiza en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio.
El DNA bicatenario obtenido se utiliza para transformar E. coli DHSa u otra estirpe sin las
mutaciones dut v ung.. Las colonias transformantes se analizan por digestion y secuenciacion de
los plasmidos que contienen.

Tampon kinasa Sx: 100 mM TrisHCI (8.0), 10 mM MgClz, 5mM DTT.
Tampoén de apareamiento 10x: 20 mM TrisHCI (7.5), 2 mM MgCl2, 50 mM NaCl.
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Tampon de sintesis 10x: 0.4 mM cada dNTP, 0.75 mM ATP. 17.5 mM TrsHCT {(7.5). 3.75
mM MgClz, 0.5 mM DTT.
T19E19: 10 mM TrisHCI (8.0), 10 mM EDTA (8.0).

7.2. MUTAGENESIS POR PCR.

s también posible realizar mutagénesis dirigida mediante PCR. El principal inconveniente
de esta téenica la baja fidelidad en la sintesis que posee la Tag polimerasa (tasa de crror de
aproximadamente 2.6 10). Sin embargo, cuando los fragmentos de DNA que se desean mutar
son lo suficientemente pequenos para ser secuenciados facilmente. resulta fa opcion mas rapida v
clicaz.,

Se realiza una reaccion de PCR sobre el pldsmido que contiene el inserto que sc desea
mutagenizar, utilizando un oligo que contiene la mutaciéon como uno de los cebadores de la
sintests. Una reaccion tipica es la siguiente:

Pyl DNA ( 20ng/pl aproximadamente)

i sl tampon PCR 10x

I el cebador M 13 (directo o reverso. seglin convenga)
I gl oligonucledtido con la mutacion ( 10ng/pel)

4 ul agua

Il Taq polimerasa ( 1U/ )

1yl ANTPs 2.5 mM

LLos ciclos de desnaturalizacion, apareamiento y sintesis tienen lugar tal como se¢ ha
descrito en el apartado 5, siendo la temperatura de apareamiento dependiente de los oligos
utilizados.

El producto de la PCR, que contiene la mutacion. se subclona en el plasmido pGEM-T. vy
el plasmido resultante se introduce en bacterias. La presencia de la mutacion se confirma por
secuenciacion, asi como la ausencia de otras mutaciones no deseadas.

8. ANALISIS SOUTHERN.
8.1. PREPARACION DEL FILTRO.
8.1.1. Digestiéon de DNA genémico y electroforesis.

El DNA gendémico de hongos filamentosos v plantas se obtiene y cuantifica como se
describe en los apartados 3.3 y 3.4, respectivamente.

- Alicuotas de 5-10 pg (hongos) o 15 ug (plantas) de DNA se digieren con la enzima de
restriccion correspondiente en dos fases de 3 horas, cada una con una carga de 1l de enzima.

- Los fragmentos originados se separan por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% +
BrEt. a bajo voltaje (1V/cm), durante 18-24h. Es conveniente, una vez cargadas las muestras,
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aplicar 100 V durante los 3 primeros minutos para asegurar la entrada de todos los fragmentos de
DNA en el gel.

- Una vez finalizada la electroforesis, el DNA del gel se visuaiiza con luz UV y se marca la
posicion de pocillos y marcadores de peso molecular pinchando el gel con una aguja impregnada
en tinta china. La eficacia de la digestion se corresponde con la aparicion de bandas repetitivas.

- [l gel. a continuacidn, se baiia sucesivamente en:

HCI 25 mM (hidroliza fragmentos de aito peso molecular)
Southern I (solucion desnaturalizante)
Southern I (solucién neutralizante)
SSC 20x {tampon de transterencia)
Todos los tratamientos se llevan a cabo a temperatura ambiente y durante 15 min.

Southernl: 0.5 M NaOH, 1.5 M Na(l
Southern II: | M Tris-HCI pH 7.5, 1.5 M NaCl.
SSC 20x: 3 M NaCl. 0.3 M NasCitrato- 2H»O. el pH se ajustaa 7 con HCI M.

8.1.2. Transferenciadel DN A a2 membrana

Tras los tratamientos anteriores. el DNA esta preparado para ser transferido a un tiltro de
nyvlon (Hybond-N. Amersham) por capilaridad. Para ello. ¢i gel se coloca sobre un puente de
papel de filtro Whatman 3MM. cuyos extremos se sumergen cn tampon de transferencia. SSC
20x. Sobre el gel se colocan sucesivamente una membrana de nylon del tamano del gel. tres
papeles Whatman 3MM., y una pila de papel absorbente. Sobre el conjunto, se coloca un peso de
unos 500g. Una vez transcurridas 6 o mds horas, el filtro se seca a temperatura ambiente durante
30 min, y el DNA se fija covalentemente al filtro por iluminacién con luz ultravioleta en un
"cross-linker" CL-1000 (UVP, San Gabriel, USA), segtin las indicaciones del fabricante.

8.1.3. Filtros de productos de PCR.

L.os productos de PCR se separan en geles de agarosa al 0.8-1.2%. que se procesan como
se ha descrito en el apartado 8.1.1., salvo que el bafio en HCI 0.25M no s necesario.
El DNA se transfiere v fija tal como se describe anteriormente.

8.2. HIBRIDACION Y LAVADOS.

- Los filtros se colocan en el horno de hibridacién (_Hybaidwl micro-4), con 5-15 ml de
solucion de hibridacién, y se incuban durante al menos 1h a 42°C para bloquear los sitios de
unién inespecifica presentes en las membranas.

- La sonda se prepara con 50-100 ng de DNA, y segtin las instrucciones del kit de marcaje
radiactivo de Boehringer o Pharmacia. Ambos protocolos se basan en el alineamiento de la sonda
con cebadores aleatorios o “random primer”. La polimerasa Klenow utiliza estos cebadores como
inicio de la sintesis de la cadena complementaria en presencia de dATP, dTTP., dGTP v
1a32P|dCTP. Se usan 10-50 u#Ci totales de radiactividad, seglin el experimento. L.os nucledtidos



no incorporados se separan por cromatografia en columnas de Sephadex (G-50. La sonda se
desnaturaliza hirviéndola durante 10 min e incubdndola inmediatamente en hielo.

- Fl fragmento de DNA marcado radiactivamente y desnaturalizado se anade a la solucién
de hibridacion, donde se siguen incubando los filtros durante 12-18 horas a 42°C. Tras la
hibridacion, se retira la sonda y se lavan varias veces las membranas con las soluciones de lavado
L'y II a 65°C. Los filtros hibridados se exponen a peliculas Agfa Curix con pantallas
intensificadoras a -80°C.

Selucién de hibridacidén: SSPE 5x, 0.2% ficoll 400. 0.2% polivinilpirrofidona. 0.1% SDS.
0% formamida.

Solucidon de lavado I: 2 x SSPE. 1% SDS

Solucidn de lavado II: 0.2 x SSPE, 0.19% SDS

SSPE 20x: 175 g/L. NaCl, 27.6 ¢/l. NaH,PO4-H,0O, 7.4 ¢/L EDTA: pH 7.4.

Nota: En experimentos de hibridacidn de menor especificidad, el porcentaje de tormamida usado
en la solucion de hibridacion es del 35%, y los lavados se realizan a menor temperatura.
tipicamente a temperatura ambiente.

9. ANALISIS NORTHERN.

9.1. ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE DE RNA Y TRANSFERENCIA
A FILTRO.

El andlisis electroforético de RNA total se ha realizado en geles de agarosa en tampon
northern 10x con formaldehido. Posteriormente, se han incorporado las modificaciones
descritas por Tsang er al., 1993, que incluye el formaldehido tanto en el gel como en el tampon de
corrida a una concentracion final de 0.22M. Con esta variacion se consigue una corrida mas
uniforme del ARN a través del gel v por consiguiente una mejor resolucion final.

Las muestras de RNA se preparan de la siguiente forma:

- En un tubo Eppendort de 1.5ml, se mezclan:
4.5 ul RNA
2 ul de tamp6n northern 10x
3.5 p de formaldehido
10 pl de formamida
- Se calienta a 65°C durante 15 min.
- Se afiade 3 ul de tampén de cargalOx.

Los geles de agarosa se preparan al 1.2%, en tampdén northern 1x y con 0.22M de
formaldehido. Es aconsejable trabajar en la campana de extraccion. La electroforesis se lleva a
cabo en tamp6n northern 1x y 0.22M de formaldehido a 90 V.

Tras la electroforesis, el gel se lava durante 5-10 min en agua destilada para eliminar parte
del formaldehido, y se equilibra durante 15 min en el tampdn de transferencia, SSC 20x. El RNA
se transfiere por capilaridad a un filtro de nylon durante al menos 8h, y se fija luego a la
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membrana por iluminacién con luz ultravioleta. tal como se describe en el apartado 8.1.2. para el
PNA.

Una vez transferido a la membrana de nylon y fijado. el ARN puede ser visualizado por
rincion reversible (Herrin y Schmidt, 1988). Esto permite verificar la calidad de la transferencia y
comparar {a cantidad de ARN existente en cada carril. La membrana se incuba en solucion de
tincion hasta que las bandas de ARN ribosémico se hacen visibles tunos 3 min}. El exceso de
tincion se elimina con agua destilada hasta que las bandas se dibujan nitidamente sobre un fondo
claro. La tincidn se retira lavando la membrana con SSPE 0.2x. SDS 1% durante 15 min a
temperatura ambiente.

Tampon northern 10x : 0.2 M MOPS, 80 mM AcNa, 10 mM EDTA. Se ajusta a pH 7 con
NaQOH.

Tampon de carga 10x: 30% glicerol, 1 mM EDTA (pH 8.0), 0.25% azui de

bromofenol.
Solucion de tincion: 0.02% azul de metileno en acetato sédico 0.3 M (pH 5.5}

9.2. HIBRIDACION Y LAVADOS.

[La hibridacion y lavados de [a membrana se realizan en las condiciones descritas en cl
apartado 8.2,

10. HIBRIDACION DE COLONIAS

El método de Griinstein & Hogness (Sambrook er al., 1989) permite analizar multiples
colonias por hibridacidén con la sonda correspondiente in situ.

- Se colocan filtros de nylon o nitrocelulosa sobre cajas con LB, y se marcan pinchando
con una aguja y rotulando en ese punto la caja. Filtros v cajas se numeran.

- Las colonias se inoculan ordenadamente sobre los filtros, y se hacen réplicas en cajas sin
filtro. Se incuban a 37°C toda la noche.

- Una vez han crecido las colonias sobre los filtros. éstos se separan con cuidado de las
cajas, vy se incuban sucesivamente, con fas colonias hacia arriba. sobre papeles 3MM empapados
con las siguientes soluciones:

SDS 10% 10 min
Southern | 5 min
Southern 11 5 min

SSC 2x 5 min

- Se dejan secar los filtros a temperatura ambiente, y se fijan a 80°C con vacio durante |h,
st se trata de filtros de nitrocelulosa, o con luz ultravioleta, si se trata de filtros de nylon.

Marcaje de la sonda, hibridacién y lavados se llevan a cabo segiin se ha descrito en el
apartado 8.2.
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11. ESCRUTINIO DE GENOTECAS.

- Se inoculan células de FE. coli Y1090 en 3ml de LB Ampl00. y se incuban a 37°C
durante toda la noche.

- Se mezelan 4000-5000 fagos recombinantes con 2000 de bacterias. y se incuban 2
temperatura ambiente durante 20 min. Transcurrida esta fase de adsorcion de los fagos a las
bacterias, se mezclan con 3mi de agarosa de cobertera a42°C. v se vierten en cajas de LB de
135 mm de didmetro.

- Las cajas se incuban durante toda la noche a 37°C. De este modo. se consiguen entre
+000 v 3000 calvas de lisis por caja.

- Los fagos se transtieren a filtros de nitroceiulosa (Schleicher&Schuell) colocando cf
filtro sobre el césped bacteriano durante 3 min. Los filtros se marcan perforandoios con una aguja
v senalando los orificios en la caja.

- Los filtros se colocan sucesivamente sobre papeles Whaimann 3MM empapados en as
siguientes soluciones:

Southem | 10 min
Southern Il 10 min
SSPE 2x 10 min

- Se secan al atre durante 30 min.

- El DNA se fija al filtro tras un tratamiento de 2 h a 80°C con vacio.

- La prehibridacion. la hibridacion y los lavados se Hevan a cabo como se describe en ¢l
apartado 8.2.. con la dnica salvedad de que la prehibridacion se realiza en un volumen grande (al
menos 50ml por cada filtro), para eliminar restos celulares.

- Los fagos obtenidos en un primer cscrutinio se aislan en sucesivas rondas de
hibridacién. en cajas de 90 mm de didmetro, sembrando los fagos a una concentracién tal que no
confluyan los halos. Se considera que un fago esta aislado cuando todas las calvas que aparecen
en una caja hibridan con la sonda.

Agarosa de cobertera: medio [.B con 7¢/L. de agar.

12. TRANSFORMACION DE BACTERIAS.
12.1. TRANSFORMACIONDE E. col..
12.1.1. Preparacion de células competentes.

- La estirpe elegida se incuba en LB sélido a 37°C durante una noche.

- Se inocula una colonia aislada en 5 ml de medio Y y se incuba a 37°C hasta que la
D.0O.600 del cultivo sea 0.3 (unas 2 horas). Estas células se inoculan en 150 ml de medio Y
precalentado a 37°C, y se incuban con fuerte agitaciéon hasta que la D.O.600 llegue a 0.5
{aproximadamente 2h y media).

- El cultivo se transfiere a un tubo de centrifuga y se enfria en hielo. Se centrifuga a 2500
rpm y 4°C durante 10 min.

- Las células se resuspenden en TFB1 frio, se mantienen 15 min a 4°C. y se vuelven a
centrifugar en las condiciones anteriores.



- Se resuspende suavemente el precipitado en 10 ml de TFB2 frio, se reparten en
alicuotas de 200 ul, se congelan en N2 liquido, y se almacenan a -80°C.

Medio Y: 20 g/L triptona. 5 g/L. extracto de levaduras, 15mM MgS04. 10mM KCI. El pH debe
ajustarse a 7.6 con KOH,

TEB1: 100mM RbCl, SOmM MnCly 2H20. 30mM KAc, 10mM CaCl2 2H20. 15%(p/v)
alicerol. Se disuelven en el orden indicado. El pH se ajusta a 5.8 con acético 0.2M. Se esteriliza
por {iltracion y se guarda a -20°C. '

TEB2: [0 mM MOPS. 10 mM RbCL. 75mM CaClp 2H20. 15%(p/v) glicerol. Ei pH se ajusta a
6.8 con NaOH. Se esteriiiza por filtracion y se guarda a -20°C.

12.1.2. Transformacionde E. coli.

- Se mezcian 200 pl de células competentes previamente descongeladas con un volumen
maximo de 20p] de DNA (al menos 10ng de DNA).

- Se mantienen a 4°C durante 30 min.

- Se incuban durante 45 segundos a 42°C. pasandolas rdpidamente a hielo.

- Se anaden 800 mL de LB y se incuban las células a 37°C durante 45-60 min con
agriacion,

- Se siembran en el medio de seleccion adecuado, y se colocan a 37°C.

§12.2. TRANSFORMACIONDE A. tumefaciens.

Se ha utilizado ¢l método de congelacién-descongelacion descrito por Holsters er al.
(1987) y posteriormente modificado por Hofgen y Willmitzer ( 1988).

12.2.1. Preparacion de células competentes.

- Las bacterias se inoculan en LB Str250 sélido, y se mantienen a 28-30°C durante 2 dfas.

- Se inocula una colonia aislada en 200mL LB Str250 y se incuba durante 36 horas a 28°C
con fuerte agitacion.

- Se centrifugan las c¢élulas a 3000 rpm y 4°C durante 20 min. El precipitado se lava con
10 mi de TE(7.5) frio.

- El precipitado se resuspende finalmente en 20 ml de LB frio y se hacen alicuotas de 200
pl. que se sumergen inmediatamente en N5 liquido y se guardan a -80°C.

12.2.2. Transformaciéonde A. fumefaciens.

- Se mezcla un alicuota de células competentes con 0.5-1 pg de ADN. y se incuba en hielo
durante 5 min.

- Se congela en N2 liquido (unos 5 min), y se incuba a 37°C durante 5-10 min.

- Se afiade | ml de LB, y se transfiere todo a un tubo de 10 ml para facilitar la aireacion de
las células. Se incuba a 28°C durante 2-4 horas, con fuerte agitacion.

- Se extienden en el medio sélido adecuado, tipicamente .LB+Kan!00+5tr250, y se incuba
a 28-30°C. Las colonias transformantes aparecen al cabo de 2-4 dias.



12.3.3. Comprobacionde A. tumefaciens.
La naturaleza de A. numefeciens se puede verificar facilmente con el sistema de Benedict.

- Se pican las colonias en cajas de lactosa-agar.
- Cuando las colonias han crecido, se anade la solucién de Benedict. Las colonias de
A. tumefeciens desarrollan a su airededor un halo amarillo.

Lactosa agar: | ¢/L extracto de levadura, 10 ¢/1. lactosa. 15 ¢/l agar.

Solucion de Benedict: I. 1.73 ¢ CuSO4 5H70, disueltos en 10mi de agua caliente. IT. 17.3
g citrato de sodio. 10 g carbonato de sodio anhidro, disueltos en 60-70 ml de H20 caliente. Se
enfria la solucion | y se afade alall. El volumen final se ajusta a 100 mi.

13. TRANSFORMACION DE PLANTAS DE TABACO.

Para la transformacion estable de plantas de tabaco, se ha aprovechado la capacidad de la
bacterta A. rumefaciens de transferir fragmentos de DNA.

13.1. PREPARACIONDE LAS CELULAS DE A. ftumefaciens.

Una colonia de A. nwmefaciens  transtormada con el plasmido que contenga la
construccion que se desea introducir en plantas se inocula en 10 ml de medio LB con Kanl00 vy
Str250, en un matraz de 250 ml. Se incuba a 28°C durante 24 h con agitacién vigorosa. lLas
cclulas se centrifugan a 3500 rpm y 4°C durante 20 min y se resuspenden en 10 ml de medio LB
sin antibidticos v en condiciones de maxima esterilidad. Las células asi preparadas se deben
mantener en frio.

13.2. TRANFORMACION DE DISCOS DE HOJAS DE TABACO.

Se requieren plantas silvestres de tabaco mantenidas in virro en condiciones de esterifidad.
Las hojas de plantas jévenes (4-6 semanas) se cortan en trozos de | cm? aproximadamente,
eliminando el nervio central, y se colocan con el envés hacia arriba y sin sumergir en cajas Petn
con 20 m| de MS de cocultivacién, en el que se han inoculado previamente 100-200 ml de
A.tumefaciens preparadas segtin el apartado anterior. la herida de la planta conlleva el
establecimiento de una transduccién de seiales mediante la cual se activan las funciones
necesarias para la movilizacién e integracion del T-DNA.

Por cada transformacidn se cocultivan unos 100 discos de hojas (10-15 discos/placa) a
25°C'y en oscuridad durante 2 dias. Es importante que todas las manipulaciones se realicen con
pinzas planas (Millipore) y que se coloquen los discos sobre el medio de cocultivacién conforme
se cortan.

MS de cocultivaciéon: Medio MS liquido sin vitaminas.



13.3. AISLAMIENTO Y REGENERACION DE PLANTAS DE TABACO
TRANSFORMADAS.

Tras la cocultivacion, ias secciones de hoja se lavan en agua destilada estéril para eliminar
el exceso de bactérias y se secan ligeramente sobre papel de filtro esténl. LLos discos de hojas se
colocan sobre medio de formacidn de brotes, MSS, con el haz en contacto con el medio. v se
incuban en una camara de cultivo iluminada hasta la formacion de callos v posteriormente de
brotes de plantas ( 1 5-30 dias).

Los brotes de plantas bien formados y verdes se cortan vy se lraspasan a contenedores
Magenta con medio MS de enraizamiento. Se consideran falsos transformantes aqueifos incapaces
de enraizar en medio selectivo.

Las plantas se mantienen en la camara de cultivo in vitrro hasta que alcanzan unos 10-15
cm de altura, momento en el que el apice se multiplica vegetativamente en MS y ei resto de la
planta se traspasa a macetas con tierra. Las plantas se recubren iniciaimente con bolsas de plastico
transparente para acondicionarlas al cambio de humedad.

MSS (regeneracion de brotes): Medio MS sdlido; 30 pl/L. de acido naftalenacético (NAA) (2
me/ml en NaOH IN). 500 pl/L. benzilaminopurina (BAP) (2 mg/ml en NaOH [IN). 100 mg/L
kanamicina y 250 mg/L. carbenicilina o cefotaxima.
MS enraizamiento (selecciéon de los brotes transgénicos): Medio MS sohido. 100 mg/l.
Kanamicina y 250 mg/l. carbenicilina o cetotaxina.

14. ANALISIS DE PROTEINAS.
14.1. EXTRACCION DE PROTEINAS DE PLANTAS.
14.1.1. Extraccion de proteinas totales.

- Se tritura el material en N liquido hasta convertirlo en polvo fino.

- Se afiade 1 volumen de tampén de extraccién Laemmli 2x y se homogeneiza.

- I.a mezcla se calienta a 95°C durante 10 minutos. Se centrifuga a 13000 rpm |5 minutos
para retirar el matenal insoluble.

Si se desean eliminar los pigmentos presentes en muestras de hojas, tailos y flores, se
procede de la siguiente manera:

- Las proteinas en tampdn Laemmli 2x se precipitan con al menos 3 volimenes de TCA al
10% en acetona fria, con 0.07% B-mercaptoetanol.

- Se incuba durante 45 minutos a -20°C y se centrifuga 15 minutos a 13000 rpm.

- Fl sedimento se lava varias veces con acetona fria con 0.07% [-mercaptoetanol,
incubando a -20°C y centrifugando como antes. Se lava hasta retirar los pigmentos del
precipitado.

- El sedimento se seca muy bien y se resuspende en tampon Laemmli 1x, se hierve a
95°C durante 5 minutos y se centrifuga para retirar la fraccién insoluble.

Para los ensayos de actividad se requieren proteinas activas, es decir, en forma nativa. Al
material triturado se le afiade un volumen de tampén fosfato, se homogeneiza, y se centrifuga
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a 15000 rpm y 4°C durante 10 min. El sobrenadante contiene las proteinas soiubles sin
desnaturalizar.

Tampoén de extraccion Laemmli: 0.0625 M TrisHCI pH 6.8, 10% glicerol. SDS 2% 5% 2-
mercaptoetanol, 0.05% (p/v) Azul de bromofenol.
Tampon fosfato: tampon fosfato-KOH 70mM, pH 6.0

14.1.2. Extraccion de proteinas extracelulares de hojas.

Se ha utilizado el método de extraccion descrito por Verwoerd e af., 1995,y ievemente
modificado en nuestro laboratorio (ver figura 3).

- Se cortan las hojas a tiras de I ¢m de grosor, se colocan encima de tiras del mismo
tamano de paratilm. y se enrollan.

- Los rollos se meten cuidadosamente en una jeringa de 10 ml que contiene la solucién
de infiltracién. La jeringa con los rollos de plantas se coloca a su vez en un tubo de 50 ml
Hleno de la misma solucidn. y éste, a su vez, se coloca dentro del sistema de vacio. Se aplica
vacio a baja potencia dos veces durante 10 min. De este modo, los espacios intercelulares se
mfiltran con la solucion.

- Se centrifuea el tubo con la jeringa durante 5 min a 1000 rpm en una centrituga con rotor
de dngulo variable. El liquido que se obtiene se descarta. pues es el que quedd entre las hojas v o
parafilm.

- Las proteinas extraceiulares se eluyen centrifugando el tubo con la jeringa durante [0
min a 1500 rpm.

- Se resuelven los extractos en un gel de acrilamida que se tifie con azul de Coomassie. 1.a
calidad de la extraccion se determina por la practica ausencia en clla de la enzima intracelular
Rubisco, de dos subunidades de 55 y 12 kDa, mayoritarias en extractos totales de hoja.

Solucion de infiltracién: ImM Hepes, pH 6.3. 50 mM Na(l

Rollos de hojas en Paralilm

Jeringa de 10 mi

<€— Tubo de 50 mi Figura 5. Extraccién de proteinas
extracelulares de hojas.

+— Solucion de infiltracion
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14.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

La cuantificacién de las proteinas contenidas en una solucion se lleva a cabo con dos
métodos diferentes. segtin la composicion del tampén en el que van disueltas.

13.2.1. Método de Bradford.

El método de Bradford (1976) es muy rapido y sencillo, pero no aplicable a muestras
proteicas disueltas en tampones que contengan detergentes (SDS, Tritén X-i00 6 NP-40) a
concentraciones superiores al 0.2%.No se puede utilizar. pues. para medir la concentracion de
proteinas obtenidas en tampén Laemmili.

A 1.5 ml de soluciéon Bradford se afiaden 3-10 pul de muestra, se incuba durante 5-30
min vy se mide la absorbancia a 595 nm. Se construye paralelamente una recta patrén con 0, [, 5.
1Oy 15 pg de BSA. Los valores de absorbancia de las muestras obtenidos se extrapolan a
concentracion de proteinas en la recta patrén.

Solucion Bradford: Se diluye la solucién Bradford 5x (Bio-Rad) en agua destilada 1:3.
13.2.2. Método de Lowry modificado.

Fste método permite estimar la concentracién de proteinas en soluciones con detergentes.
Bl método, inicialmente descrito por Lowry (1951), fue posteriormente modificado por
Bensadoun y Weinstein (1976).

- A 600 i de agua se anaden 3-10 pl de muestra.

- Se ariaden 5 pl de deoxicolato sédico 2%. se agita la mezcla y se incuba durante 15 min a
temperatura ambiente.

- Las proteinas se precipitan con 200 pl de TCA 24%. Se mezcla bien y se centrifuga a
6500 rpm, 30 min a temperatura ambiente.

- El precipitado se resuspende en 1.4 ml de reactivo D. [nmediatamente se anaden 100
il de Folin-Ciocalteus (Merck, Darmstadt, Alemania) diluido 1:1 en agua.

- Tras incubar 45 min en oscuridad. se mide la absorbancia a 660 nm. La concentracion de
proteina se extrapola a partir de los valores obtenidos para la recta patrén que se lleva en paralelo.

Reactivo C: 20 ¢ CO3Na. 10 ml de Tartrato NaK 2%, 6.2 ml NaOH 16 N. Primero se disuelve
el CO3Na en 900 ml de agua, y luego se anade el resto de los componentes y se completa hasta
IL.

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

14.3. ELECTROFORESIS MONODIMENSIONAL DE PROTEINAS.

Se realiza en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. segiin el método descrito por
Laemmli (1970). La separacion de proteinas se lleva a cabo en un sistema discontinuo consistente
en un gel de apilamiento y en un gel de separacién. Las muestras se resuelven a voltaje constante
de 200V hasta que el azul de bromofenol alcanza el borde inferior del gel (aproximadamente 45
min).
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Gel de apilamiento: 125 mM Tris-HCI pH 6.8, 0.1% SDS. A/B (3.8% acrilamida. 0.2%
bisacrilamida), 0.05% APS, 0.1% TEMED.

Gel de separaciéon: 375 mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS, A/B (29.2% acrilamida, 0.8%
bisacrilamida) hasta el porcentaje adecuado, 0.05% APS, 0.05% TEMED.

Tampoén de migracion: 25 mM Tris. 194 mM glicina. 0.1% SDS.

14.4. DETECCION DE PROTEINAS EN GEL. TINCION CON AZUL DE
COOMASIE.

Inmediatamente después de la clectroforesis. los geles se banan durante 30 minutos en
una solucion de Azul de Coomassie (Coomassie brillant blue R-250), al 0.25% en 50% de
metanol y 10% de acido acético a 50-60°C. Los geles se destifien en 5% metanol. 7.5% acido
ACELICO.

15. ANALISIS WESTERN.

El método. originalmente descrito por Towbin (1979). permite caracterizar los antigenos
correspondientes a un anticuerpo v determinar la presencia y cantidad relativa de éstos en mezclas
complejas.

LLos extractos proteicos son en primer lugar resueltos por electroforesis v iransferidos a
filtros de nitrocelulosa o de difluoruro de polivinilideno (PVDF. o Immobilon® -Amersham.
Buckinghamshire. UK-). [.La membrana se incuba con los anticuerpos y se lava. Finalmente, los
anticuerpos que se han unido especificamente a su antigeno se detectan sobre el filtro. Los
sistemas de deteccion de anticuerpos son variados: en este trabajo se han usado anticuerpos de
cabra anti-IgG de conejo conjugados a fosfatasa alcalina.

15.1. OBTENCION DE ANTICUERPOS.
15.1.1. Obtencion del suero anti-CHIT42.

Muestras de 200ug de proteina CHIT42 purificada a homogeneidad (De la Cruz er al..
1992) se emulsionan con un volumen de adyuvante completo de Freund, y se inyectan
subcutdneamente en distintas zonas del cuerpo de un conejo albino macho de raza neozelandesa.
que pesa unos 2 kg al inicio del tratamiento. Previamente a la primera inyeccion, se extrae sangre,
que servird para preparar el suero preinmune. Con intervalos de quince dias, se vuelven a
inyectar dos muestras con la misma cantidad de proteina. esta vez en adyuvante incompleto de
Freund. Tras quince y treinta dias después de la dltima inyeccidn, se extraen de 20 a 40 ml de
sangre. '

La sangre. a la que se anade heparina, se mantiene toda la noche a 4°C, tras lo cual se
centrifuga a 5000 rpm durante 10 min a 4°C, y el sobrenadante se reparte en alicuotas de Iml y se
congela a -80°C. Estos sobrenadantes han constituido los sueros anti-CHIT42.
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15.1.2. Purificacion por afinidad de anticuerpos con el antigeno inmovilizado en
membranas de nitrocelulosa o de PVDF.

- En primer lugar se resuelven unos 700 mg de extracto enriquecido en proteina de fusién
{ver apartado 17) por electroforesis monodimensional en acrilamida.

- Las proteinas se transtieren como se describe en el apartado 5.2, y la membrana se tirie
con solucion 0.3% Ponceau S en 0.1% dcido acético. Se corta la banda correspondiente a la
proteina de fusion.

- Se bloquean los sitios de unién inespecifica de proteina con TBS+5% leche desnatada en
polvo+0.2% Tween20 durante 2 horas.

- Se incuba el filtro con el antisuero diluido 50 veces en solucion de bloqueo, en un
volumen final de 3 ml. durante toda la noche a 4°C.

- Las tiras se lavan 4 veces durante 15 minutos con PBS.

- El anticuerpo unido se eluye incubando durante 5 minutos en 1.5 mi de 0.2M glicina pH
2.8, 0.2% gelatina.

- Las tiras de nitrocelulosa o de Immobilon"~ se retiran, y se neutraliza inmediatamente la
solucion con 0.1 volimenes de solucién 1M Tris (9.0). Se comprueba con papel indicador que el
pH sea neutro y se afaden 0.1 volimenes de PBS 10x. Se hacen alicuotas y se guarda a -20°C.

15.2. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A MEMBRANA.

Para la transferencia de proteinas a membrana se ha utilizado un aparato de transterencia
sermi-seca de la firma comercial LKB.

- Tras la electroforesis, se equilibra el gel en ¢l tampén de transferencia durante 15
minutos a temperatura ambiente. I.a membrana de PVDF ha de ser hidratada con un tratamiento
de unos segundos en metanol y al menos Smin en agua. L.uego, se equilibra al igual que el gel en
el tampdn de transferencia.

- La transferencia se realiza colocando el gel en contacto con la membrana de PVDF, de
manera que la membrana esté en la cara del gel mds cercana al cdtodo. Se colocan 6 papeles de
Whatman 3MM del tamaiio del gel, empapados en tamp6n de transferencia, a cada lado del gel.

- Se aplica un amperaje de 0.8 mA/cm? de gel durante 90 minutos.

- [Las proteinas transferidas se pueden visualizar en el filtro tifiendo durante 3 minutos con
fasolucién de Ponceau S. y destifiendo posteriomente con agua o con TBS.

Tampén de transferencia: 39 mM glicina, 48 mM Tris-base, 0.037% SDS y 20% metanol
Solucién de Ponceau S: 0.5% Ponceau S en 1% de 4cido acético. _
TBS 5x (Tris buffered saline): 40 g/L. NaCl, 1 ¢/LL KCI, 15 g/L. Tris-base. El pH se ajusta
a8 con HCI.



15.3. INMUNODETECCION CON ANTICUERPOS CONJUGADOS A
FOSFATASA ALCALINA.

- I.a membrana se incuba con solucién de blogqueo [-2 horas a temperatura ambiente o
toda la noche a 4°C.

- Una vez bloqueada. se incuba con el anticuerpo especifico diluido en solucion de
bloqueo. durante 2 horas a temperatura ambiente. La dilucidon apropiada del anticuerpo se
determina previamente por titulacién del mismo.

- Se lava el filtro 4 veces durante 10-15 minutos con selucion de lavado.

- L.a membrana se incuba durante 2 horas con el anticuerpo secundario (anticuerpos de
cabra anti-1gG de conejo conjugados a fosfatasa alcalina) diluido, segin aconseja el fabricante, en
solucién de blogqueo

- Se lava como se indica anteriormente.

- Para el revelado por reaccion de la fosfatasa alcalina, se equilibra la membrana en
tampon de fosfatasa alealina durante 5 minutos. Se anade la solucion cromogénica
hasta que las bandas se hacen claramente visibles. La reaccion se detiene lavando con abundante
agua destilada, y la membrana se fotografia o se guarda en oscuridad.

Solucién de bloqueo: 5% p/v leche desnatada en polvo (Molico Sveltesse. Nestlé) en TBS
I'x.

Solucion de lavado: 0.05% Tween-20 en TBS 1x.

Tampon de fosfatasa alcalina: 100 mM Tris-HCI pH 9.5. 100 mM NaCl . 5 mM Mg(Cl,.
Solucién cromogénica: Se prepara inmediatamente antes de su uso anadiendo 66 ml de
solucion NBT y 33 ml de solucion BCIP a 10 mi de tampdn de fosfatasa alcalina.

Solucién NBT: Se disuelven 350 mg NBT (Nitro-blue tetrazolium, Sigma) Iml de
dimetilformamida al 70%. Se guarda a -20°C.

Solucién BCIP: Se disuelven 30 mg de BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate,
Sigma) en 1 ml de dimetilformamida 100%. Se guarda a -20° C.

16. TISSUE-PRINTING.

Esta técnica consiste en la adsorcién de proteinas a un filtro de nitrocelulosa o de PVDF
por presion de secciones de tejido sobre éste. De este modo, se obtiene una tmagen fiel de la
superficie del corte (Cassab y Varner, 1987). Posteriormente, es posible detectar una proteina
especifica mediante el uso de un anticuerpo.

16.1. PREPARACION DEL FILTRO.

- La membrana de nitrocelulosa se trata durante 30 min con CaClp 0.2M, a temperatura
ambiente, y se deja secar durante al menos 15 min al aire.

- A continuacidn, se colocan seis papeles Watman 1MM, una hoja de papel, y, sobre éste,
la nitrocelulosa.

- Se cortan con una cuchilla secciones del material que se desea analizar. se secan
ligeramente apoyando sobre papel de filtro, y se presionan suavemente sobre el filtro de
nitrocelulosa o PVDF durante 20-30 seg.

- La membrana se tifie con Ponceau S para elegir {as impresiones mds homogéneas.
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16.2. INMUNODETECCION.

Para detectar en los cortes una proteina, la membrana se procesa tal como se ha descrito
en el apartado 15.3. para tos analisis western, pero se utiliza el anticuerpo purificado por afinidad
{ver apdo. 15.2.2).

i7. OBTENCION DE PROTEINA DE FUSION GST-CHIT42.
17.1. Descripcion del sistema de expresion heteréloga

Los vectores de expresion de la serie pGEX estdn disenados para la expresion en bacterias
de polipéptidos como fusiones con la proteina glutatién-S-transferasa (GST). La clonacion se
efectiia en dianas situadas tras la secuencia codificante de la GST. y precedidas por un sitio
especifico de proteasas. Para ello existen versiones del vector con diferentes fases de lectura en
los sitios de clonacion y sitios especificos para proteasas diferentes (trombina y factor Xa).

LLos vectores pGEX tienen el gen de la GST bajo el control de un promotor ptac inducible
guimicamente y un gen lac 19 para dar independencia del huésped al plasmido. El represor lac.
producto del gen lac 19. se une al promotor ptac, reprimiendo la expresion de la proteina de
fusion GST. Cuando se anade PTG, fa expresion a partir del promotor ptac se desreprime. vy se
expresa la proteina hibrida.

17.2. Obtencion y analisis de los transformantes

- El fragmento de DNA que codifica el péptido que queremos expresar se clona en el
vector de la serie pGEX apropiado, se transforman células competentes de L. coli, y se
seleccionan los transformantes en cajas con LB+Amp100. Las cajas se incuban de 12 a 15 horas
a37°C.

- Se moculan tubos con 2 ml de LB+Amp100 con colonias transformantes. Como control
se tnocula una colonia transformante del vector pGEX. Se incuban durante 3-5 horas a 37°C con
agitacion.

- Se anade IPTG a concentraciones finales de 0.1 a 100 mM a 1ml del cultivo para inducir
la expresion de las proteinas. Se continga la incubacién durante 1-2 horas.

- Se centrifugan los cultivos durante 20 seg a 13000 rpm, y el sedimento se resuspende en
tampon Laemmli. Se hierve 10 minutos a 95°C, se centrifuga y el sobrenadante se analiza en un
gel de poliacrilamida. Se tifien las proteinas con azul de Coomassie y se eligen aquellos
transformantes que expresen la proteina tras la induccién con IPTG.

17.3. Purificacion de la proteina de fusién GST-CHIT42.

Las proteinas de fusidén se purifican a partir de lisados celulares por adsorcién en
columnas de sefarosa 4B-glutatién (Pharmacia) y posterior elucién con glutatién reducido. La
purificacién se realiza, por tanto, en condiciones no desnaturalizantes; ademds de esta ventaja, el
sistema permite obtener el polipéptido deseado libre de la GST mediante la digestion de la
proteina de fusion con la proteasa correspondiente.



- Se inocula una colonia transformante en 100 mi LB+Ampl00 y se incuba 12-15 horas a
37°C con agitacion.

- Se diluye el cultivo 1:10 en 1 litro de LB+Ampl00, repartiendo ¢l volumen en dos
matraces de 2 litros, y se incuba | hora a 37°C.

- Se anade IPTG a una concentracién final de ImM y se contintia la incubacion durante 3-
7 horas.

- Fl cultivo se centrifuga 10 minutos a 5500 rpm para sedimentar las c¢lulas. Fl sedimento
se resuspende en 40 ml de PBS frio.

- Las células se lisan usando un sonicador. La sonicacién no debe ser muy fuerte.
evitando durante el proceso la formacion de espuma. La lisis se monitoriza por el cambio de
aspecto de la solucion, que pasa de tener un color amarillento a grisaceo.

- Se afiade Tritén al sonicado hasta una concentracion final del 1%, y se mezcla bien con
agitacion suave durante 30 minutos para ayudar a la solubilizacién de la proteina.

ks

- Una vez sonicadas, el material insoluble y las células intactas se eliminan por centrifugacion
a 9500rpm durante 15min, a 4°C. Ademas de la centrifugacion es conveniente filtrar el sobrenadante

a traves de un filtro de 0.45 mm de Millipore.

- Una vez limpio, se incuba el sobrenadante durante 20 minutos con 2-3 mi de sefarosa
4B-¢lutation equilibrada en PBS+19% Tritén X-100 (ver nota al final). El proceso que se describe
a continuacion se puede realizar en columna o en tubo; en el primer caso. se pasan los extractos
que se van obteniendo por la columna. y en el segundo. se centrifuga en cada paso la sefarosa a
500 rpm en una centrifuga de mesa.

- Se lava la sefarosa con 10 volimenes de PBS y se lleva a cabo la digestion con trombina
de la proteina unida a la matriz, o bien se eluye la proteina de fusion.

- Para el tratamiento con trombina. se afade 1 volumen de PBS igual al volumen de la
sefarosa y 400 unidades de trombina (Sigma) y se incuba 12 horas a 25°C con agitacién suave.
Se centrifuga, y en el sobrenadante se encuentra la proteina digerida. Para recoger el resto de
proteina, se afiade un volumen de PBS y se repite el proceso. Este tltimo paso se repite dos
veces mds, pero sin mezclar las alicuotas hasta ser analizadas.

- Para eluir la proteina de fusién unida a la matriz, se lava la sefarosa con 10 voliimenes
de PBS. y .se eluye la proteina GST-CHIT42 con 5 voltimenes de una solucién recién preparada
de Glutation 5mM en Tris-HCl 50 mM pH 8. Mediante este proceso es posible también eluir la
proteina GST que queda en la Sefarosa tras el tratamiento con trombina.

- Una vez eluidas las proteinas (sea la de fusion o la GST), se eliminan los restos de
glutation libre de la columna lavando con 10 voliimenes de PBS.

- Se trata la sefarosa con 10 volimenes de 3M NaCl en PBS para retirar cualquier
molécula restante.

- Se lava la sefarosa con 10 volimenes de PBS y 10 volimenes de etanol 20% y se
guarda en esta solucidn de alcohol a 4°C hasta nuevo uso.

L.a proteinas GST-CHIT42 y CHIT42 purificadas se analizan por electroforesis en geles
de poliacrilamida. Para congelar las proteinas, se afiade glicerol hasta una concentracién final del
15%, y se almacenan en alicuotas a -80°C.

Nota: |a sefarosa 4B se conserva en etanol por lo que, para su uso. se debe lavar con 5-10
volimenes de PBS.
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PBS 10x (Phosphate buffered saline): 80 g/L. NaCl. 2 ¢/ KCIL. 14.4 o/l NapoHPO,, 2.4
2/l KHoPOy4. El pH se ajustaa 7.2.

i8. MICROSCOPIA ELECTRONICA.

lLos experimentos de microscopia electrénica fueron realizados por los Dr. Simona
Muccitora y Paolo Gori. de la Universidad de Siena. La técnica consiste en la fijacion del materiai
bioldgico, realizacion de cortes finos y la deteccién mediante anticuerpos de ia proteina en
estudio.

18.1. Fijacién del material.

- Las semillas de las plantas transgénicas se siembran en MS Kan300. y las de las plantas
control sin transformar. en MS. Al cabo de 2-3 semanas, se toman muestras de hojas de las
germinulas.

- Las hojas se fijan con paratormaldehido al 2% en tampon fosfato 0.1M+1.8% sacarosa.
a4,

- Al cabo de varias horas. se lavan abundantemente con tampon fosfato a 4°C. y se
deshidratan con etanol 100% a 4°C.

- Las muestras se embeben e incluyen en LWR (loweryl) a -36°C. lLa resina polimeriza
fras un tratamiento con luz ultravioleta.

18.2. Tratamientode las secciones.

[Las muestran se cortan en secciones finas con ayuda del ultramicrotomo, y se tratan seglin
el protocolo siguiente:

- Se incuban durante 10min en PBS.

- Se mantienen en PBS con BSA al 1%. para bloquear los sitios de unién nespecificos
del anticuerpo.

- Tras el bloqueo, las secciones se incuban con el primer anticuerpo en PBS+BSA %,
convenientemente diluido, durante una noche.

- Se lavan los cortes 3-4 veces en PBS+BSA 1%.

- Se lleva a cabo la incubacién con el segundo anticuerpo, conjugado a particulas de oro y
diluido convenientemente en PBS+BSA 1%, durante 90 min.

- Se lava la muestra con PBS 3-4 veces, y otras tantas en agua destilada.

- La coloracién de contraste se realiza con acetato de uranilo y citrato de plomo, durante el
tiempo minimo para que se visualicen las seniales.

Para descartar posibles sefiales debidas a reacciones cruzadas con el segundo anticuerpo,
se llevan a cabo en paralelo tratamientos de las mismas muestras en los que se omite la incubacion
con el primer anticuerpo.



19. ENSAYOS DE ACTIVIDAD QUITINASA DE PLANTAS TRANSGENICAS.
19.1. Método de la quitina coloidal.

l.a actividad quitinasa de los extractos en tampodn fosfato de plantas se ha determinado
segtin el método descrito por Boller er al., 1983.

- Se mezclan 200p! de una solucion de quitina coloidal, y 500u1 de la soiucion enzimatica
diluida apropiadamente.

- Se mantiene 1h a 37°C. Durante este tiempo, la endoquitinasa contenida en la mezcla
degradara la quitina coloidal, obteniéndose diferentes oligosacaridos solubles de GlcNAc.

- Las muestras se calientan a 100°C durante 7min. para detener la reaccion.

- Se centrifuga a 14000rpm durante 5 min.

- Se toman 200ul del sobrenadante. y se pasan a un tubo que conticne 40yl de la
solucion de helicasa, y se mantiene durante lh a 37°C. La helicasa transforma los
oligosacaridos obtenidos en GlcNAc.

[.a GlcNAc obtenida se determina segtn el método de Reissig ¢f al., 1955, a partir de
2004l de 1la mezcla de la reaccién con la helicasa.

- A los 200p1 de la reaccion se le anaden 40ul de borato potasico 0.8M. pH 9.1. Se
calienta a 100°C durante 3min.

- A continuacién, la mezcia se enfria rdpidamente en hielo-agua, y se le anade Iml de la
solucion de PDAB. Se incuba a 37°C durante 25min.

- Se mide la absorbancia a 585nm. Como patron, se emplean concentraciones conocidas
de GIcNAcde O a I mg/ml.

- LLa actividad quitinasa se determina por los pmol de GleNAc liberados por min y peg de
proteina total.

Solucion de helicasa: 30 mg/ml de helicasa (1BF Biotechnics, Francia).

Solucion de PDAB: Se disuelven 10g de para-dimetil-aminobenzaldehido en 87.5ml de dcido
acético glacial v 12.5ml de HCI 10N. Esta solucién concentrada se guarda protegida de la luz a
+°C. y se diluye 10 veces en acido acético glacial para su uso.

19.2. Método de la MeUmbQ.

Un método mucho mas sensible para medir la actividad quitinasa de las plantas
transgénicas se descibe en Kuranda y Robbins (1990). El sustrato 4-metilumbeliferil-3-D-N, N,
N’’-triacetil quitotriésido (MeUmbQ, Sigma) es hidrolizado por la quitinasa. produciéndose el
producto fluorescente metil-umbeliferina (MeUmb), que se detecta en un fluorimetro (ver figura

QQ).

- Se mezclan 1 ug de proteina total de plantas, en 20u! de tampén fosfato (7.0}, con 80 pl
de la solucion de MeUmbQ. Se incuba durante 15 min a 30°C en oscuridad.

- La reaccién se detiene afadiendo 2.9 ml de tampén de parada.

- La cantidad de MeUmb liberada se mide en un espectrofotémetro de fluorescencia,
ajustado a 350 nm de luz de excitacion y 440 nm de emisién. Para la recta patrén, se llevan
paralelamente muestras con cantidades de MeUmb entre O y 1500 pmol, en los mismos tampones
que las muestras de plantas.
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- La actividad quitinasa se expresa como pmol de MeUmb liberados por minuto y por pug
de proteina total.

Solucion de MeUmbQ: 250 M de MeUmbQ en tampédn citrato sédico 0.1 M. pH 3.0
Tampodn de parada: tampon glicina NaOH 0.5 M. pH 10.4.

20. ANALISIS FUNCIONAL DE LAS PLANTAS TRANSGENICAS.

20.1. ENSAYOS DE RESISTENCIA DE GERMINULAS AL HONGO
Rhizoctonia solani.

El hongo R. soluni infecta las raices de plantas solandceas, produciendo la entermedad
denominada ;“podredumbre del cuello de la raiz™?.

En este trabajo se han llevado a cabo una serie de experimentos encaminados a determinar
fa resistencia de las plantas control y transgénicas al ataque de R. solani. Se han utilizado para
ello plantulas de tabaco de 10-20 dias de edad, procurando que todas las utilizadas en un ensayo
tuvieran el mismo tamaio (de 0.5 a lem de lengitud de la parte aérea) v el mismo estado de
desarrollo.

20.1.1. Preparacionde cajas con R. solani.

- El hongo fitopatégeno se propaga en medio sélido PDA a 25°C. Estos indculos deben
ser regularmente aislados de tejido vegetal infectado para mantener su virulencia.

- Para preparar las cajas, el hongo se cultiva en medio PDB liquido. manteniéndolo
durante 4-5 dias a 25°C con fuerte agitacion. El micelio se recoge por filtracién, se lava con agua
estéril y se pesa.

- Se mezclan 600mg de micelio con 688ml de agua. y se baten en una batidora durante 30
s a maxima potencia, y otros 30 s a potencia media. La suspension debe adquirir un aspecto
homogéneo.

- A la mezcla homogénea de micelio y agua se le anaden 112 ml de agar 5% a 60°C. Se
mezcla todo bien, y se vierte la solucién resultante en cajas de Petri, que se mantienen a
temperatura ambiente hasta que solidifican. Las cajas se pueden almacenar a 4°C durante una
semana.

20.1.2. Infeccién.

- Se siembran semillas de plantas sin transformar y plantas transgénicas en MS. y se
cultivan durante 10-20 dias como se describe en el apartado 2.3.1.

- Las plantulas de tabaco seleccionadas para el ensayo se recogen con pinzas estériles,
teniendo mucho cuidado de no daiiarlas y de extraer toda la raiz del medio sélido, sin que queden
restos de MS en ella.

- Se colocan las plantulas en las cajas con Rhizoctonia, y se sumergen con sumo cuidado
las raices en el agar. De este modo, las raices estdn en contacto directo con el micelio,
favoreciéndose asi la infeccién.

- A lo largo de los siguientes 15-20 dias, y cada 3-4 dias, se cuenta en cada caja el nimero
de plantas vivas (no infectadas) y muertas (infectadas). En estas condiciones de ensayo, la
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infecci6n de las plantulas lleva consigo la rdpida maceracién de los tejidos y, por consiguiente, la
necrosis y muerte de las plantas infectadas.

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

El proceso completo se esquematiza en la figura 6.

Nicotiana tabacum
plantas transgénicas
de 10-20 dias de edad

Rhizoctonia solani 1556

4 dias 25°C
Filtrar y lavar
micelios

Homogeneizar con
agar-agua

/

0.5-1 cm

Rhizoctonia solani
075 g/L

7-20 dias
Evaluaci6n de
supervivientes

Figura 6: Ensayos de resistencia de plantulas de tabaco a la infeccién por R.
solani.
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RESULTADOS



ANTECEDENTES. DATOS PREVIOS.

En nuestro grupo se habia aislado una serie de enzimas hidroliticas a partir de
sobrenadantes de cultivos en quitina de Trichoderma harzianum CECT 2413. Entre ellas,
tres quitinasas fueron purificadas mediante métodos de adsorcion a quitina coloidal y
separacién por cromatoenfoque: CHIT42, CHIT37 y CHIT33. Sus caracteristicas mas
importantes se resumen en la tabla 1 1.

Parametro CHIT42 CHIT37 CHIT33
Peso molecular aparente 42 kDa 37kDa 33kDa
pl 6.2 4.6 7.8
Glicosilacion No No No
Temperatura éptima 40-45°C 45-50°C 45-50°C
Km(quitina) 1.0mg/ml 0.5mg/ml 0.3mg/ml
Modo de accién Endo Endo Endo

Tabla 11: Resumen de las propiedades de las quitinasas purificadas de T. harzianum
CECT 2413 (De la Cruz et al., 1992).

Las medidas de los niveles de actividad quitinasa se efectuaron a partir de los
sobrenadantes de cuitivos del hongo que contenian diferentes fuentes de carbono a
concentraciones determinadas (tabla 12).

Fuente de carbono Actividad quitinasa
(mU/mg prot.)

Glucosa 0.1%

Glucosa 2%

Glucosa 10%

Galactosa 2%

Fructosa 2%

Glucosamina 2%

N-acetil-glucosamina 2%

Glicerol 2%

Quitina 1.5%

Quitosan 1%

Paredes de Botrytis 1%

Micelio autoclavado de Gibberella 1%
Micelio autoclavado de Phytophtora 1%
Micelio autoclavado de Rhizoctonia 1%
Micelio autoclavado de Trichoderma 1%

NaRRBuwobovuwoococoo

Tabla 12. Resumen de las actividades quitinasa extracelulares en diversas fuentes de
carbono. La actividad se midi6 mediante el método de Reissig. | mU equivale a los
micromoles del producto (GlcNAc) liberados por minuto de ensayo (De la Cruz er al.,
1993).

Por dltimo, se estudié la capacidad de las quitinasas purificadas de degradar
paredes celulares del hongo fitopatégeno Botrytis cinerea CECT 2100. S6lo CHIT42 fue
capaz de crear halos de lisis en placas que contenian paredes del fitopatGgeno,
potencidndose su accién cuando se combinaba con las otras dos quitinasas (figura 7).
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CHIT42 {8 CHIT42+CHIT37+CHIT33

CHIT37 § B CHIT42+CHIT37

CHIT33 & B CHIT42+CHIT33

CHIT37+CHIT33 ‘ Proteina total extracelular

Figura 7: Actividad litica sobre paredes celulares de B. cinerea de las quitinasas
CHIT42, CHIT37 y CHIT33. Se utilizaron 10ug de cada proteina. La proteina total
contiene 10ug de un precipitado con sulfato aménico de las proteinas extracelulares
presentes en un cultivo en quitina (De la Cruz et al., 1992).

La capacidad de degradar paredes de Botrytis de CHIT42 por si sola, asi como el
efecto sinérgico que mostraba con otras proteinas, la convertian en un candidato idéneo
para los objetivos que se planteaban en el presente trabajo. Por lo tanto, se abordd el
estudio del gen chit42.

1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN
chit42.
1.1. AISLAMIENTO DEL ¢cDNA CHIT42 POR PCR.
1.1.1. Disefio de los oligonucleétidos.
La quitinasa de Trichoderma harzianum CECT 2413 CHIT42 purificada (De la

Cruz et al., 1992) habia sido parcialmente microsecuenciada en nuestro laboratorio. Las
secuencias aminoacidicas obtenidas se detallan en la tabla 13.

N-terminal: ANGYANSVYFTINxGIYDR

Péptidos internos: YADD(SYW)NDVGTNAYG
GLGGSMFWEASADKK
ALGGLDTTQNLLSYPNSK

Tabla 13. Secuencias parciales de aminoicidos de la proteina CHIT42 (De la Cruz, 1994).
x=amino4cido indeterminado. Entre paréntesis se sefialan los aminodcidos mas probables en
esa posicion. Las secuencias utilizadas para disefiar los oligonucleétidos se muestran en
negrita.

Tras una busqueda de homologia en las bases de datos disponibles, se encontré
gran similaridad con diversas zonas de la secuencia de aminodcidos de la quitinasa de 40
kDa del hongo micoparasito Aphanocladium album (Blaiseau y Lafay, 1992). De este
modo, se pudieron localizar los péptidos en la proteina deducida a partir de la secuencia de
la quitinasa de A. album, y fue posible disefiar oligonucledtidos correspondientes a la
secuencia codificante y a la no codificante (sentido y antisentido, respectivamente). A
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continuacién, se muestran los oligonucledtidos utilizados, obtenidos a partir de las
secuencias sefialadas en negrita en la tabla 13.

Oligonucleétido sentido: 5° AAT GAT GTI GGI ACI AAT GCI TAT GG3¥’
Oligonucleétido antisentido : 5> TTT (A/G)TC IGC IGA IGC TTC CCA (A/G)AA CAT3’
Para el disefio de ambos, se siguieron las reglas descritas en el apartado 5.3.1. de

Materiales 'y Meétodos. Algunas de sus caracteristicas relevantes se destacan a
continuacion:

Oligonucledtido % G+C Tm (°C) Longitud.
(nucl.)

sentido 34 65 26

antisentido 40 61 27

La Tm (temperatura de fusién) se calcul6 segiin la férmula aproximativa: Tm=2(n°
A+T+D+3(n° G+C).

1.1.2. Amplificacién por PCR y clonacién de una banda especifica de
DNA.

Las reacciones de PCR fueron realizadas a partir de DNA genémico de T.
harzianum, como se describe en el apartado 5.3.2. de Materiales y Métodos. Para
distinguir productos de PCR inespecificos, todas las reacciones de PCR llevaban diversos
controles, que inclufan DNA con cada uno de los oligonucledtidos por separado, y los
dos oligonucledtidos sin DNA. Ademds, se ensayaron distintas cantidades relativas de
ambos oligonucleétidos en la reaccién con DNA.

Inicialmente, se utilizaron condiciones estdndar, es decir, temperatura de
apareamiento de aproximadamente 10°C menor que la Tm media de los dos oligos. En
nuestro caso, esa temperatura inicial era de 55°C. En estas condiciones, se obtuvo una
serie de bandas en las reacciones con DNA, que fueron desapareciendo paulatinamente a
medida que la temperatura de apareamiento aumentaba, manteniéndose a 60°C una sola
banda especifica en la reaccién con DNA y ambos oligonucle6tidos.

(A) (B)

0.89 —
0.62 —

0.89 —
0.62 —

Figura 8: Obtencion de una banda especifica. (A). Amplificacién por PCR a 55°C
(condiciones iniciales). Se observa la aparicion de una serie de bandas en los carriles 1 a 3.
(B). Amplificacién por PCR a 60°C. La banda especifica de 800 pb solamente aparece en
los carriles 1 y 2. Carriles: 1. 100ng de los dos oligonucledtidos; 2. 100ng del
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oligonucledtido sentido y 150 del antisentido; 3. 100ng del oligonucleétido sentido; 4.
100ng del oligonucledtido antisentido; 5. Reaccion sin DNA molde. A la derecha se sefialan
los pesos moleculares (kDa) del patrén (fago 1 digerido con HaellI).

La banda especifica, cuyo tamafio de migracién (equivalente a 800 pb)
correspondia al supuesto a partir del alineamiento de los oligonucledtidos con el gen de la
quitinasa de A. album, fue aislada del gel y ligada al vector pGEM-T. Tras transformar E.
coli NM522, se aislaron 18 transformantes, 12 de los cuales portaban el inserto de 800
pb. Dos de ellos, el 3 y el 13, fueron secuenciados, comprobandose que ambos contenian
las secuencias de los oligonucledtidos utilizados para las reacciones de PCR. Ademds, los
aminodcidos deducidos de la secuencia contigua al oligonucleétido antisentido coincidian
con los obtenidos de la secuenciacion de la proteina, como se muestra a continuacion:

Oligonucleétido sentido: NDVGTNAYGCVKQLFKVKK
Quitinasa de A. album: NDVGTNAYGCVKQLYLLKK
Oligonucleétido antisentido: YLKSLGLGGSMFWEASAD
Quitinasa de A. album: WLKGKGLGGSMFWEASAD

Las secuencias en negrita corresponden a las deducidas de los oligonucleétidos;
las subrayadas, a las obtenidas a partir de la microsecuenciacion de la proteina. El resto de
aminoacidos se deduce de la secuencia de los transformantes 3 y 13, y, como se observa,
presenta alto grado de similitud con la quitinasa de A. album. Todos estos datos sugerian
fuertemente que el fragmento clonado correspondia a una secuencia interna del gen chit42.

La construccién utilizada para posteriores experimentos fue la que portaba el
transformante n°3, PCR3CHIT42. Se realizO un mapa de restriccion de dicha
construccion, que se muestra en la figura 9, asi como la localizacién del clon en la
secuencia homéloga de A. album.

pPCR3CHIT42

©)

| ChildeA. album |

mb- sesmmsssssnesn  PCR3CHIT42

Fig. 9. Clon PCR3CHIT42. (A). Mapa del plasmido pPCR3CHIT42. (B). Mapa de
restriccion del inserto. (C). Localizacion de la secuencia en A. album.

1.1.3. Aislamiento de clones de cDNA de CHIT42.

Una vez obtenido un fragmento que contenia parte de la secuencia del gen chit42,
se procedié a aislar el correspondiente clon de cDNA. Para ello, se realizé el escrutinio de
una genoteca de cDNA previamente construida en nuestro laboratorio a partir de RNA
poliA* de micelio cultivado durante 33 h en medio minimo CZ con quitina al 1.5% como
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tnica fuente de carbono (Lora ef al., 1993). En estas condiciones, la actividad quitinasa
era muy elevada (De la Cruz et al., 1992).

Se sembraron unos 25000 fagos de la genoteca en 5 cajas de Petri de 120 mm de
didmetro. Los fagos fueron transferidos a filtros de nitrocelulosa, e hibridados con el
inserto que resultaba de la digestion con Apal+Sall de PCR3CHIT42 marcado
radiactivamente con 32P. Una vez hibridados y lavados, los filtros se expusieron y se
revelaron a los 4 dias de exposicion.

De los 75-80 fagos que hibridaban con la sonda, se eligieron 10 para obtener
calvas puras, como se describe en el apartado 11 de Materiales y Métodos, hasta que, tras
dos rondas de hibridacién, todas las calvas de cada caja hibridaban con la sonda
PCR3CHIT42.

El tamafio de los insertos que portaban los fagos se determiné mediante su
amplificacién por PCR, con el objetivo de elegir para posteriores manipulaciones aquellos
que contuvieran el cDNA completo. Para albergar secuencias codificantes de 42 KDa, los
insertos debian medir, al menos, 1.4 Kb. La reaccién de PCR revelé que 7 de los 10
fagos portaban un tnico inserto de aproximadamente 1.6 Kb; otro, un inserto de 1.2 Kb,
y otro, dos insertos de 1.6 y 0.9 Kb. No se amplific6 ningdn inserto en uno de los fagos,
que no estaba purificado completamente. El DNA amplificado se transfirié a un filtro de
nylon, y se hibridé con la sonda PCR3CHIT42, para comprobar los insertos. El resultado
indicé que las bandas de 1.6 y 1.2 Kb correspondian a los ¢cDNA supuestamente
completo e incompleto, respectivamente, de CHIT42 (figura 10)

A 1 2345678910 B 1 23 45 67 8 9 10

Figura 10. (A). PCR de los fagos. (B). Hibridacién con la sonda PCR3CHIT42.

Se aislé6 DNA de los fagos 2 (clon supuestamente incompleto) y 3 (probablemente
completo). El DNA obtenido se cloné en cada caso en sendos pldsmidos pSK, como se
indica en la figura 11-A. Para comprobar la identidad de los insertos en pSK, se
realizaron minipreparaciones de DNA plasmidico y digestién con EcoRI y Notl (figura
11-B).
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Figura 11: Clonacién de los fagos en pSK. (A). Esquema de la clonacién en pSK. (B).

Digestiones EcoRI y Notl de los fagos (F 2 y 3) y de los plasmldos que contienen los
mismos insertos (p 2 y 3).

Para facilitar posteriores manipulaciones, el inserto del pladsmido pCHIT42-3 se
liber6 con las enzimas EcoRI y Notl, se trat con polimerasa Klenow y se clon6 en el

vector pSK cortado con Smal. El plasmido resultante, esquematizado en la figura 12, se
denominé pCHIT42S.

Sacl. BstX1,SacIl Xmal.Notl, Xbal. Spel. BamHE(Smal)

Hindll Figura 12: Mapa de pCHIT42S
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1.2. SECUENCIA DEL cDiVA CHIT42.

Para facilitar el trabajo de secuenciacién del cDNA CHIT42, se siguieron dos
estrategias complementarias. Por una parte, y aprovechando las dianas de restriccidn
internas que presentaba el clon (ver figura ##), se subclonaron los fragmentos EcoRI-
EcoRV, EcoRV-Notl, BamHI-BamHI, BamHI-EcoRI, EcoRI-Sacl y Sacl-EcoRI de
pCHIT42-3 (los dos primeros) y pCHIT42S (el resto) (figura 13).

Por otra parte, se efectuaron deleciones del inserto original, que también se
muestran en la figura *. De este modo, se secuenciaron las dos cadenas del pldsmido
pCHIT42-3, y el extremo 5’ del plasmido pCHIT42-2, que correspondia al fago mds
pequefio, y que, como se esperaba, correspondia a un ¢cDNA incompleto del mismo gen.
Se encontraron todas las secuencias parciales de aminodcidos previamente determinadas,
lo que indicaba que el gen correspondia, efectivamente, a la proteina CHIT42. La

secuencia de nucleétidos, asi como la de aminoécidos deducida se presenta en la figura
14.

> =1
1 | {1
I pCHIT42-3 |
L 1 ERV-1
L 1 ERV-2
L 1 BHI-1
L ___1 BHI-2
1 saci
L 1 Sac-2
C—1 del 10
[ J del6
L 1 del3-2

Figura 13: Construcciones realizadas para la secuenciacién del cDNA CHIT42. En la
parte superior se presenta el mapa de restriccion del inserto CHIT42, y en la parte inferior,
las subclonaciones y deleciones que se utilizaron para la secuenciacién del clon completo.
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GAGTTTATTATAAAARAAAAARAAAAAAAAAAAARADAA 1497

Figura 14: Secuencia de nucledtidos del cDNA CHIT42 y secuencia de’ aminodacidos
deducida. Los aminoicidos presentados en color morado cpr_responden al péptido sen’al_, y
los ‘azules, al posible péptido de activacién. La tnica secuencia aminoacidica
correspondiente a un sitio de glicosilacién se presenta de color rojo, y las correspondientes a
sitios de fosforilacion, subrayadas. Las secuencias de aminodcidos obtenidas por
microsecuenciacion de la proteina estdn encuadradas.
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1.2.1. Analisis de la secuencia.

El cDNA CHIT42 consta de 1497 pb, y contiene una fase abierta de lectura que
codifica una proteina de 423 aminodcidos. La parte amino-terminal de la proteina madura,
deducida a partir de los datos de secuenciacién de la proteina purificada (ver tabla %), se
encuentra a partir del aminodcido 35 de la proteina deducida. Los 34 aa precedentes se
encuentran organizados en dos mddulos que difieren en perfil de hidrofobicidad y en la
estructura (figura 15). Los aa 1 a 22 conforman una secuencia muy hidrofobica,
probablemente correspondiente al péptido sefial (von Heijne, 1983). A continuacién, los
aminoacidos 23 a 34, hidrofilicos, acaban en la secuencia VEKR, siendo estos dos
tltimos aminoacidos la secuencia consenso de reconocimiento y proteolisis por parte de la
endoproteasa Kex2, descrita en numerosos organismos (Park e al., 1994; Vazquez de
Aldana et al, 1991; Blaiseau y Lafay, 1992; Geremia et al., 1993; Kinai et al., 1995), e
involucrada en el procesamiento de proteinas secretadas (Julius et af., 1984; Fuller et al.,
1989; Tao et al., 1990; Stark y Boyd, 1986).
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FITIITTjIIIIITIIII1IITIITIIFI—IIIIlllljrlll

b1t 1
T

1

1

W NN -~ O = N W
[
(AR S = TS VR

g abr e d e e s tv e b e v et v by s v v v e a by
100 200 300 400

Figura 15: Perfil de hidrofobicidad de la secuencia de aa deducida de CHIT42.

La proteina madura, por lo tanto, comienza en el aminoacido n° 35. Los
pardmetros bioquimicos estimados para la secuencia de aminodcidos deducida son muy
similares a los que se obtienen experimentalmente para la proteina purificada: el peso
molecular estimado es de 40 kDa, y el medido, 42, y el punto isoeléctrico estimado es de
5.7, y el medido, de 6.2 (De la Cruz eral., 1992).

1.2.2. Homologia de CHIT42 con otras proteinas.

La secuencia de aminodcidos deducida del cDNA CHIT42 fue comparada con las
de la base de datos SwissProt. Se encontraron homologias significativas con una serie de
quitinasas y con la subunidad a de la toxina killer de Kluyveromyces lactis. La quitinasa
Chil de A. album presentaba la homologia mas elevada, de un 75% de identidad y un
85% de similaridad. Las quitinasas de las bacterias Bacillus circulans y Serratia
marcescens eran también similares a CHIT42 (tabla 14). Posteriormente, se han incluido
en las bases de datos otras quitinasas, como la de Trichoderma hamatum, Alteromonas
sp., Streptomyces lividans y Streptomyces plicatus, que también presentan homologia
significativa con CHIT42.
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Organismo Proteina % identidad Tamano del
alineamiento (aa)

T. hamatum Endoquitinasa 86 428

A. album Quitinasa Chil 75 423

B. circulans Quitinasa Chil 32.8 290

S. marcescens Quitinasa ChiA 3.1 341

Alteromonas sp. Precursor de la 32.9 161
quitinasa ChiA

S. lividans Precursor de la 34.7 366
quitinasa C

S. plicatus Precursor de la 33 376
quitinasa 63

S. marcescens Precursor de la 36.5 178
quitinasa ChiB

K. lactis Precursor de las 23.2 328
subunidades ay bde la

toxina killer

Tabla 14. Identidad (%) de CHIT42 con otras quitinasas y con la subunidad a de la
toxina killer de K. lactis.

Hay una region especialmente conservada entre esas proteinas, y presente también
en otras quitinasas de plantas cuya homologia global con CHIT42 es muy baja. Esta
regién contiene el posible sitio activo de CHIT42 (figura 16). Los aminodcidos
involucrados en la accién catalitica de la quitinasa Al de B. circulans, un Asp y un Glu
(Watanabe et al., 1993), se encuentran en CHIT42 en las posiciones 167 y 171, y se
sefialan en la figura 16 con un asterisco.

* *
CHIT42 RGLKVLLSIG GWIWST.... ... NFPSAAS TDANRKNFAK TAITEFMKDWG ...FDGIDID WEYPADAT..
A.album RNMKVMLSIG GWTWST.... ... NFPAAAS SAATRKTFAQ SAVGFMKDWG ...FDGIDID WEYPADAT..
Bac PNLKTIISVG GWTWSN.... ...RFSDVAA TAATREVFAN SAVDFLRKYN ...FDGVDLD WEYPVSGGLD

Serr B PSLRIMFSTIG GWYYSNDLGV SHANYVNAVK TPAARTKFAQ SCVRIMKDYG ...FDGVDID WEYPQAAEVD
Serr A PDLKIL G GWILSDPFFF ........ MG DKVKRDRFVG SVKEFLQTWK ..FFDGVDID WEFPGGKGAN
Cucum QNVKVLLS G...GAGSYS LSSADDAKQV ANFIWNSYLG GQSDS.RPLG AAVLDGVDFD TESGSGQFWD
Arab RGIKVMLS G...GIGNYS IGSREDAKVI ADYLWNNFLG GKSSS.RPLG DAVLDGIDEN IELGSPQHWD
Rhiz KGVKVILS :...AAGVYG FTSDAQGQQF AQTIWNLFGG GSSDT.RPFG DAVIDGVDLD IEGGASTG. .
Sacch LGKKVLLS ...ASGSYL FSDDSQAETF AQTLWDTFGE GTGASERPFD SAVVDGFDFD IENNNEV...
RALler . ..olesloe i niNaar N AKQV ANFIWNSYLG GQSDS.RPLG AAVLDGVDED IESGSGQFWD

Figura 16. Comparacién de CHIT42 con otras quitinasas. Las regiones en rojo se
encuentran especialmente conservadas entre estas proteinas; los aminodcidos posiblemente
implicados en la accién catalitica (comprobado en el caso de Al de B. circulans) se sefialan
con un asterisco.

1.2.3. Organizacion genémica del gen chit42.

Enlafigura 17 se muestra un andlisis Southern realizado con DNA genémico de
Trichoderma harzianum CECT 2413 digerido con diversas enzimas de restriccidn, y
utilizando como sonda el cDNA CHIT42 completo. La autorradiografia reveld una tnica
banda en la digestién con HindlIll y con EcoRI (que carecen de sitios de restriccion en el
c¢DNA), y de dos bandas en el carril de la digestién con la enzima BamHI (para la cual
existe un sitio de restriccién en el cDNA). Esto demuestra que T. harzianum tiene una sola
copia del gen chit42 en su genoma. En la hibridacion a mas baja temperatura, en
condiciones poco restrictivas, no se observaron bandas adicionales, lo cual indica que no
existen genes homdlogos a chir42 en el genoma de Trichoderma.
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Figura 17: Southern-biot de
2.0 - chit42. (A). Condiciones muy
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restrictivas.

1.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE chit42 EN Trichoderma
harzianum.

Un primer paso en la caracterizacién del papel de la quitinasa CHIT42 en el
micoparasitismo consistié en el estudio de la acumulacion del RNA mensajero
correspondiente en diferentes condiciones. Se llevaron a cabo varios ensayos tipo
northern, con RNA extraido de micelio de Trichoderma cultivado en medio minimo CZ
con diferentes fuentes de carbono. La figura 18 muestra que el mRNA CHIT42 es
especificamente inducido por quitina, mientras que la glucosa actia como un fuerte
represor de la transcripcion del gen, aun cuando en el medio de cultivo haya quitina en
concentraciones inductoras. El hecho de que en condiciones de hambre de carbono
(glucosa al 0.1% como tnica fuente de carbono) la acumulacién de mensajero sea menor
que en quitina indica que existe una induccidn especifica del gen por este polimero, y no
solo una desrepresion por ausencia de glucosa.

- ' <¢— CHIT42

Figura 18: Represién catabélica de la transcripcion de chit42.

La figura 19 muestra la acumulacién del mensajero CHIT42 cuando se cultiva el
hongo en medio minimo con diferentes metabolitos intermediarios como tnica fuente de
carbono. El mRNA tan s6lo se detectd, y en muy baja cantidad, en presencia de piruvato.
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Figura 19: Expresion de chit42 en cultivos de T. harzianum que contienen diversos
metabolitos intermediarios como inica fuente de carbono.

La figura 20 muestra el patrén de acumulacion del mRNA CHIT42 en cultivos de
T. harzianum que contienen diversos intermediarios del metabolismo de la quitina (GIcN
y GIcNAc) y su derivado parcialmente desacetilado (quitosdn) como tnica fuente de
carbono. El gen chit42 se expresa solamente en cultivos con GIcNAc, el monémero de la
quitina, y su mRNA esa ausente en las otras condiciones sefialadas.

Figura 20. Acumulacién del mensajero CHIT42 en presencia de productos relacionados
con la quitina.

Por ultimo, en la figura 21 se muestra la acumulacién del mensajero CHIT42 en
micelio de Trichoderma cultivado en medio minimo con diferentes micelios autoclavados
de hongos como tnica fuente de carbono. El analisis northern indica que los micelios de
dichos hongos (Botrytis cinerea, Gibberella fujikuroi, Rhizoctonia solani y €l propio T.
harzianum) son capaces de inducir fuertemente la expresién del gen chit42 en T.
harzianum, alcanzando niveles superiores a los obtenidos en quitina. Al cultivar el hongo
en presencia de micelios autoclavados de Phytophtora, que carece de quitina en su pared
celular, se detecta una acumulacion de mensajero algo menor que la observada en quitina
y, por lo tanto, mucho menor que la obtenida en cultivos en presencia de micelios de otros
hongos que contienen quitina en su pared.
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Figura 21: Acumulacion del mensajero CHIT42 cuando se cultiva 7. harzianum en
presencia de micelios autoclavados de hongos que contienen (Panel A: Botrytis,
Gibberella, Rhizoctonia, Trichoderma) o no (Panel B: Phytophtora) quitina en su pared.

En resumen, el gen chit42 de Trichoderma harzianum CECT 2413 estd sometido a
una estricta y compleja regulacién transcripcional.

1.4. PRESENCIA DEL GEN chit42 EN OTRAS ESPECIES DE
Trichoderma Y EN LA ESPECIE AFIN Gliocladium virens.

Otra aproximacién que se siguid en este trabajo consistio en investigar la presencia
del gen chit42 en varias especies de Trichoderma y en la especie estrechamente
relacionada G. virens (recientemente clasificada como Trichoderma virens). Entre estas
especies, algunas han sido descritas como micoparasitas (7. harzianum, T. viride y G.
virens), mientras que no se ha encontrado actividad micoparasitaria en otras (7. koningii,
T. longibrachiatum y T. reesei). El andlisis Southern, en el que se utilizd la sonda
CHIT42 marcada radiactivamente (figura 22), muestra claramente la existencia de bandas
en todos los carriles, lo cual indica que el gen esta presente en cada uno de los genomas.

A pesar de la presencia del gen chit42 en los genomas de especies micoparasitas y
no micopardsitas de hongos relacionados, los datos de northern que se presentan en la
figura 23 muestran que los niveles de induccién del gen en cultivos de los hongos en
quitina al 2% como unica fuente de carbono son variados, segin se trate de cepas
descritas como micoparasitas 0 como no micopardsitas. Incluso entre las micopardsitas
existe una clara diferencia entre las especies 7. harzianum y viride, que presentan grandes
cantidades de mensajero, y la especie G. virens, cuyos niveles de expresion de chit42 son
mucho mas bajos. No se detecté acumulacion del mensajero en los carriles
correspondientes a los hongos no micoparasitos.
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Figura 22. Presencia del gen chit42 en otras especies de Trichoderma y en G. virens. X:
Xbal, E: EcoRI.

<+—CHIT42
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Figura 23. Acumulaciéon del mRNA CHIT42 en otras especies de Trichoderma 'y en G.
virens cuando se cultivan en presencia de quitina.
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2. EXPRESION DE LA QUITINASA CHIT42 EN PLANTAS DE
TABACO.

2.1. PLANTAS CHIT42.
2.1.1. Construccién CHIT42.

Para expresar la quitinasa CHIT42 en plantas de tabaco, se realizé una primera
construccién con el cDNA completo bajo el control del promotor de la subunidad 35S del
virus del mosaico de la coliflor (CaMV338S), de expresion constitutiva en plantas, y el
termuinador de la nopalina sintetasa (NOS) de A. tumefaciens (Taylor et al., 1987).
Ambos elementos se encuentran en el plasmido pBI221, de ficil manejo dado su pequefio
peso molecular (unos 5.5 kDa), y que presenta alto nimero de copias en E. coli. En
primer lugar se clond el cDNA en pBI221 segtin la estrategia que se indica en la figura 23.

HindI1.Sphi.Pst]

HindIH.Sphi.Pstl
—— —

e

Digestiones

Trat. con T4 pol. p \(E<oRlr)

BamH]

Ligacin pBI-CHIT42
Kpal. Apal. Xhol Sall.Clal. Hind1IL EcoR VfEcoR]] 18

Trat. con Klenow {Saclr).(Notir)

CHIT4: .
/ HIT42 Digestiones

pCHIT42-3

Figura 23. Realizacién de la construccién pBI221-CHIT42.

Los numerosos transformantes que se obtuvieron fueron analizados por digestion
de los pldsmidos que portaban con la diana interna BamHI y con EcoRI+Sacl, para elegir
aquellos que contenian el cDNA CHIT42 en la orientacién adecuada.

En un segundo paso, se aisl6 el cassette de la quitinasa con el promotor y el

terminador digiriendo con las enzimas HindIIl y EcoRI, y se incluyé en el plasmido
binario pBin19 digerido con las mismas enzimas y desfosforilado (figura 24).
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Figura 24. Realizacién de la construccion pBin19-CHIT42.

La presencia del cDNA CHIT42 en el plasmido pBin19/CHIT42 se determiné por
PCR, usando como cebadores los mismos oligonucledtidos utilizados para aislar el gen.
Entre las colonias positivas, se eligieron 6 para un examen mas detallado. La digestiéon
con EcoRI+HindlII confirmé la presencia del cassette en 5 de ellos.

Uno de los pldsmidos positivos se introdujo en A. mumefaciens mediante
transformacién. Los transformantes se seleccionaron en presencia de kanamicina y
estreptomicina. La presencia del plasmido pBinl9/CHIT42 se comprobé por
minipreparaciones de DNA plasmidico de 6 de esos transformantes, y digestion con
EcoRI y HindIll. Paralelamente, se realiz6 una hibridacion de colonias de los
transformantes, usando la sonda PCR3CHIT42. Todos los transformantes contenian el
c¢DNA, como se aprecia en la figura 25.

Figura 25. Hibridacién de colonias de Agrobacterium con CHIT42,
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2.1.2. Transformacién de plantas con la construcciéon CHIT42.

Se eligi6 un transformante de A. tumefaciens para la transformacién de discos de
hoja de tabaco. La cocultivacién con discos de hojas y la induccion de callos y brotes se
realizé segun se especifica en el apartado 13 de Materiales y Métodos, y se eligieron 40
tallos bien formados y verdes. De las plantas que enraizaron en medio selectivo
(Kanl00), 17 se pasaron a tierra y fueron mantenidas en una camara de cultivo en las
condiciones que se detallan en el apartado de Materiales y Métodos. Se conservé de cada
planta una réplica en cultivo in vitro.

La presencia del cDNA CHIT42, y el nimero de copias que contenian las plantas
transgénicas se analizé por Southern-blot, hibridando con la sonda PCR3CHIT42 el DNA
total de las plantas digerido con la enzima de restriccién EcoRI. Puesto que la tnica diana
EcoRI presente en la construccion introducida en las plantas se encuentra fuera del
fragmento que contiene la fase abierta de lectura del cDNA CHIT42, el nimero de bandas
obtenido en la hibridacién corresponde al nimero de integraciones del gen en la planta.
Los datos obtenidos fueron constatados posteriormente mediante andlisis de segregacion
de las semillas en medio con kanamicina (MSKan300). La figura 26 muestra el Southern
realizado con las plantas CHIT42, asi como los resultados del test de segregacion de la
Fl.

“Planta  Analisis Segregacion F|
CHIT4 Southern

C- 28 25 18 17 13 12 10 8 5 3 1 1 2
i 3 ND
B 1’ 1 1
3 1 I
5 1 i
8 1 1
44 10 2 2
12 3 ND
20 13 1 ND
19 17 2 2
18 1 ND
25 1 1
28 9 ND

Figura 26. Southern y test de segregacién de las plantas CHIT42. ND: no determinado.

En algunas ocasiones se ha encontrado que, tras la integracion de un gen en el
genoma de una planta, la proteina que codifica no se expresa. Este fendmeno puede tener
varios motivos: inactivacion génica por la existencia de secuencias homélogas en el
genoma hospedador (revisado por Flavell, 1994), efecto de regiones adyacentes al sitio de
insercion, reorganizaciones del T-DNA, grado de metilacion del DNA, efectos
epigenéticos en la generacion parental, o el diferente estado fisiolégico de los
transformantes que puede conllevar diferencias en el patron de expresion espacio-temporal
(Jones et al., 1987; Williamson et al., 1989). El analisis Southern previo puso de
manifiesto la ausencia de regiones homélogas al cDNA CHIT42 en las plantas de tabaco,
y por tanto, no cabia esperar fenémenos de supresién génica.

A continuacioén se realizé un analisis western de las plantas transgénicas. Para ello,
se resolvieron extractos de proteina total de hojas de plantas control y transgénicas en
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geles de acrilamida, que se transfirieron a filtros y se incubaron con el anticuerpo anti-
CHIT42. Los resultados se muestran en la figura 27.

C+ 18 10 8 1" 17 13 12 5 3 1 28 25 C-

CHIT42 :;P A S, e A S~ S~

Figura 27. Western de las plantas CHIT42. C+ corresponde a 20ng de la quitinasa
CHIT42 aislada de sobrenadantes de cultivos de Trichoderma que contenian quitina como
unica fuente de carbono.

Se observa claramente en los extractos de las plantas transgénicas la reaccion
especifica del anticuerpo con una proteina de aproximadamente 43 kDa, unos 2kDa mayor
que la proteina aislada de Trichoderma.

2.1.3. Cuantificacion de la expresion de la proteina CHIT42 en las plantas
transgénicas CHIT42.

Un estudio mas detallado de los andlisis western realizados con las plantas
CHIT42 se presenta en la figura 28. En el mismo filtro, se analizan cantidades conocidas
de la proteina CHIT42 purificada y diferentes diluciones de los extractos de proteinas
totales de plantas. Con ayuda de un analizador de imdgenes (programa NIH Image), se
cuantific6 la intensidad de las bandas que reaccionaban con el anticuerpo en cada caso,
determindndose asi el porcentaje de expresion de la quitinasa en las plantas transgénicas.
Los datos obtenidos oscilaban entre un 0.01 y un 0.08% (proteina CHIT42/proteina total
del extracto).

CHIT42
3.1 10.1 184

e -

20ug 08ug 20pg O08ug 20ug 0.8ug 20ng 100ng

Figura 28. Western de cuantificacién. C+ corresponde a la proteina CHIT42 purificada a
partir de sobrenadantes de cultivos de Trichoderma inducidos por quitina. Debajo del filtro
se sefialan la cantidad de proteina CHIT42 purificada que se ha cargado en cada carril, asi
como las cantidades de proteina total de extractos proteicos de hojas de las plantas
transgénicas que se ha utilizado en cada caso.

2.1.4. Determinacion de la actividad quitinasa de las plantas CHIT42.

Para averiguar si la quitinasa que expresaban las plantas CHIT42 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 ningiin tipo de estrés.

En una primera aproximacion, se utilizé el método de la quitina coloidal (ver

apartado 19.1. de Materiales y Métodos). Los resultados obtenidos para las muestras de
las plantas transgénicas no diferfan significativamente de los obtenidos para los extractos
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de las plantas control ni para el tamp6n fosfato solo. Estos datos sugerian que la quitinasa
expresada en estas plantas no era activa.

Sin embargo, un método de medida de actividad quitinasa mucho mads sensible,
basado en la _utilizacion del sustrato fluorescente 4-B-D-metilumbeliferil-N, N°, N’’-
triacetil quitotriésido (MeUmbQ, ver apartado 19.2. de Materiales y Métodos), puso de
manifiesto una mayor actividad quitinasa en los extractos de las plantas transgénicas que
en los de las plantas control (figura 29).

Actividad quitinasa plantas CHIT42

5
-~ 4 [ ]
© - J
@ 2 i ]
N o -
® 0 L 4
S5 3 [ R
o 5 .
T C ]

&

3, ]
se 2 - ~
52 - 4
<3 - .
£ - 3
- —
~ 1 N —
0 -

I 31 5 81101104105106 13 173174177 178184251 28 C-

Figura 29. Actividades quitinasa de las plantas CHIT42.

Si se compara la gréfica anterior con las figuras D y F, se puede observar que, en
lineas generales, la actividad quitinasa es proporcional a la cantidad de proteina expresada.
De hecho, los bajos niveles de expresion de la proteina CHIT42 en las plantas CHIT42
originan en estas plantas bajos niveles de actividad quitinasa, que en ningin caso superan
las 5 unidades, y que incluso en ciertas plantas (17.7 y 28) es indetectable e indistinguible
de la actividad que presentan las plantas control o el tampén fosfato solo.

Los bajos niveles de actividad quitinasa detectados en las plantas CHIT42, asi
como el aumento de movilidad electroforética que exhibia la proteina expresada en el
sistema heter6logo, sugeria que la quitinasa no estaba siendo procesada correctamente.
Por lo tanto, se disefié una nueva construccion en la que se sustituia el péptido sefial y el
posible péptido de activacién por un péptido sefial de plantas, para asegurar asi la
adecuada secrecidn y la correcta maduracién de la proteina en las plantas de tabaco.
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2.2. PLANTAS psCHIT42.

El objetivo de esta parte del trabajo era obtener plantas que expresaran grandes
cantidades de la proteina CHIT42 de forma enzimaticamente activa. Para ello, se disefid una
estrategia que solventaba no sélo los problemas de excrecién y maduracién de la proteina, sino
que también evitaba eventuales problemas de inestabilidad del mRNA heterdlogo. Para ello, se
sustituyo la zona 5’ no codificante del cDNA fingico por una de plantas (en este caso, de la
proteina P1-pl4 de tomate), y parte de la zona 3’ no codificante por el terminador NOS del
plasmido pBI221.

La construccién psCHIT42 se realizé en una serie de fases. En la figura 30 se
esquematiza la construccién psCHIT42, y se compara a la que portan las plantas CHIT42.

CaMV35S-Pro NOS-ter

PLREPLELALPE 7
B AR AR R A

PLANTAS CHIT42

CaMV35S-Pro

PRICIFMSC
PR R R RATRATR)
SRR L LI PIP I AR
Y | AN

PLANTAS psCHIT42

Hl Péptido seiial

Posible péptido de activacién

(| Proteina madura

Péptido sefial de la proteina extracelular P1-p14 de tomate
— Zonas §' y 3' no codificantes del cDNA CHIT42

—— Zona 5' no codificante del cDNA P1-p14

Figura 30. Esquema de las construcciones CHIT42 y psCHIT42.
2.2.1. Mutagénesis.
2.2.1.1. Mutagénesis in vitro: cDNA CHIT42.
En primer lugar, se construy6é una versién del cDNA CHIT42 que correspondia a la
proteina madura. Para ello, era necesario eliminar el péptido sefial fingico y el posible péptido

de activacion, acabado en la secuencia Lys-Arg. En la figura 31 se esquematiza la secuencia -
elegida para la creacion de una diana de restricciéon Smal por mutagénesis in vitro.
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Figura 31. Eleccion de la secuencia para la
ps pa mutagénesis in vitro del cDNA CHIT42. Se.
CHIT42 1 indican las secuencias aminoacidica 'y
nucleotidica de la zona del final del péptido de
activacién y el comienzo de la proteina madura
KRANGYAN CHIT42. En negrita se sefialan ios aminodcidos
A ; que pertenecen al péptido sefial. La flecha
i indica el sitio de corte de la endoproteasa
Kex2. La alanina (A) adyacente a la secuencia
5 AAG AGA GCCIAAC GGATAC GCA AACS KR constituye el primer aminodcido de la
A prteina madura. Los nucleétidos elegidos para
crear una diana Smal estan encuadrados.

|

Las secuencias nucleotidicas encuadradas en la figura fueron elegidas para la creacion de
una secuencia diana de la enzima Smal. De este modo, y teniendo en cuenta que la cadena
molde que posteriormente se sintetizaria seria la antisentido (ver mas adelante, figura 32), el
oligonucledtido disefiado para la mutagénesis fue el siguiente:

5"GAAGAGAGCCCCC GGG TACGCA AACT3
N-Lys Arg/Ala Pro Gly Tyr Ala Asn-C

La secuencia de nucledtidos serialada en negrita corresponde a la diana Smal que se
deseaba introducir en la secuencia de DNA. La glicina en negrita indica el primer aminodcido
que se obtendria al cortar con Smal el clon resultante de la mutagénesis dirigida. La proteina
codificada por la secuencia mutada tras la digestién con Smal careceria por lo tanto de los dos
primeros aminodcidos presentes en la proteina madura nativa: esta estrategia parecfa adecuada
para nuestros propositos.

Una vez disefiado el oligonucledtido, se obtuvo el DNA unicatenario molde para la
reaccion de mutagénesis in vitro. Para ello, y para evitar la acumulacién de errores en la sintesis
de la cadena mutada, se eligié la construccion pERV-1 (ver figura 13), que contenia
aproximadamente las primeras 500 pb del ¢cDNA CHIT42. De esta construccién se obtuvo

DNA de la cadena antisentido por replicacion a partir del origen de replicacion fagico f1 (figura
32).

Direccion de “goRI. EcoR V. Hindl11.Clal.Sall. Xhol. Apal.

la replicacion

EcoRl Figura 32: Direccién de la replicacién de la

Srat construccién pERV-1. El fago M13K07 origina a
Bambil partir del origen de replicacién de f1 la cadena

Spel antisentido del inserto, que se utilizard como DNA
Notl molde para la mutagénesis

A continuacién, se llevaron a cabo las reacciones de apareamiento con el
oligonucledtido, y de sintesis de la segunda cadena. Con el DNA bicatenario obtenido se
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transformaron células de E. coli DHS5a, y las colonias transformantes se analizaron por
digestién de su DNA plasmidico con la enzima Smal. Las 7 colonias analizadas presentaban
una diana Smal adicional (la construccién original ya contenia una), lo cual indicaba que la
mutacién se habia introducido (Figura 33).

A (B)

EcoRI.EcoRV.HindlIL.Clal.SalL XhoLApal. Kpni

2C 1C Mut

9.0-
43-
1.9- e

pERV-1 mut

Figura 33: Mutagénesis de CHIT42. (A) DNA original (2C), unicatenario (1C) y obtenido tras
el proceso de mutagénesis (Mut). Digestiones Smal de los transformantes obtenidos. (B).
Esquema de la diana introducida (pERVmut).

Uno de los transformantes se secuencié para comprobar la ausencia de mutaciones
adicionales a las deseadas. La secuencia obtenida presentaba unicamente los cambios
inicialmente disefiados, introducidos a propésito con el oligonucleétido.

2.2.1.2. Mutagénesis por PCR: ¢cDNA pTE 28.1.

El ¢cDNA pTE 28.1 corresponde a la proteina PR P1-p14 de tomate cuya expresién se
induce en platas infectadas con viroides (Tornero et al., 1993). La presencia de un péptido sefial
permite la excrecién de la proteina P1-p14 al espacio apoplastico (Vera et al., 1989). Puesto que
disponifamos de este clon de cDNA, se utiliz6 su péptido sefial como péptido de excrecion de la
proteina CHIT42 madura.

De este modo, y siguiendo la estrategia descrita previamente, se disefié el
oligonucledtido pTE (figura 34), que incorpora una diana Smal al final de la secuencia
correspondiente al péptido sefial de la proteina P1-p14.

@ Xhol. Apal Kpnl ®) [w] PR4 |

Direccitn de
1a replicacién

HSCEAQNSPQDYLA

5' CAC TCT TGT GAG GCC CAA AAT TCA[CCC CAAIGAC TAT CTT GCG 3°

Figura 34: Clon pTE28.1. (A). Mapa del pldsmido pTE28.1. Se sefiala la direccion de la
replicacion a partir del origen f1. (B). Secuencias aminoacidica y nucleotidica de la zona del final
del péptido sefial y el comienzo de la proteina madura. En negrita se sefialan los aminodcidos que
pertenecen al péptido sefial. La flecha seiiala el sitio de procesamiento del péptido sefial. Los
nucleétidos elegidos para crear una diana Smal estdn encuadrados.
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Los oligonucledtidos que se podian diseifiar para la mutagénesis eran los siguientes, uno
en la direccion de la transcripcion, y otro en la direccion contraria:

Sentido: 5 CAA AATTCA CCC GGG GACTATCTTGCG 3’
Aas. Gln Asn Ser Pro Gly Asp

Antisentido: 5 CGC AAG ATA GTC CCC GGG TGA ATTTTG 3’

En negrita se sefala la diana Smal originada. Dado que en este caso, la cadena de DNA
molde que se sintetiza a partir del f1 es la cadena sentido (ver figura K), el oligonucleétido que
se eligié para la mutagénesis es el antisentido, que presenta tres cambios con respecto a la
secuencia original en una longitud de 27 nucledtidos.

Una vez disefiado el oligonucledtido, se realizé la mutagénesis in vitro sobre el clon
completo pTE 28.1, sin obtenerse ningin resultado positivo. Por tanto, y teniendo en cuenta el
pequeno tamafio del fragmento que se deseaba utilizar para las construcciones posteriores (unas
200 pares de bases), se decidié realizar la mutagénesis mediante PCR, y secuenciar los
fragmentos que se obtuvieran. Se esperaba que, entre ellos, alguno portara la mutacién deseada
y no presentara otras adicionales.

De este modo, y utilizando también el oligonucledtido M13 Reverso (ver figura 34), se
realizé la reaccion de PCR, cuyo resultado se muestra en la figura L, y que coincidia
perfectamente con el esperado: una sola banda de aproximadamente 200 pb.

(A)

Xhol. Apal Kpnl

digo pTE

Figura 35. Mutagénesis por PCR. (A). Esquema de la
(B) amplificacién por PCR con los oligonucleétidos pTE y
M13R. (B). Resultado de las reacciones: carriles 1 y 2,
reacciones con DNA y los dos oligonucleétidos; carril 3,
reaccidn sin oligonucleétidos; carril 4, reaccion sin DNA
molde.

La banda se aislé por Gene-clean®, y se subcloné en el plismido pGEM-T,
obteniéndose una serie de colonias que fueron analizadas por PCR para detectar la presencia de
inserto. De diez colonias analizadas, s6lo dos contenian el inserto buscado, que se presentaba
como una doble banda en las reacciones de PCR de las colonias (figura 36-A). Las dos colonias
con inserto fueron, ademds, analizadas por minipreparaciones de DNA plasmidico y digestion
con Smal, comprobandose asi la existencia en ambas de una banda de 200 pb (figura 36-B).
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(A)

.\; 3R VT3R -
FRAGMENTOS AMPLIFICADOS CON
L.OS CEBADORES M13F Y MI3R
I
{Sacl
Bstx1
Nsil.BstX!.Sacl Ndel.Sall Pstl Noti.Spel Nott
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Figura 36: Clonacién del
fragmento del péptido senal
de pTE28.1 amplificado por
PCR en pGEM-T. (A).
Aparicion de dos bandas en
las amplificaciones por PCR
con los cebadores MI3F y
MI13R de las colonias
positivas. (B). Esquema del
pldsmido construido y
digestién con Smal de los
plasmidos positivos ps2 y ps9.

Finalmente, las construcciones ps2 y ps9 se secuenciaron, y la secuencia obtenida se

correspondia con la original, salvo en la zona de la diana de

la enzima Smal que se habia

introducido con el oligonucledtido. El trabajo se continué con el tranformante ps2.

2.2.3. Construccion psCHIT42.

2.2.3.1. Eliminacién de la diana Smal del polilinker de ps2.

La construccién ps2 presentaba dos dianas de la enzima Smal, lo cual impedia fusionar

otros fragmentos de DNA al péptido seiial. Se procedid, pues
polilinker del pldsmido ps2 como se indica en la figura 37.
denomind ps2-S.

Digestién EcoRl+BamHI

>
Trat. Klenow y ligacién ps2 -S

Figura 37: Eliminacion de la diana Smal.

Nsil.BstX1.Sacl. Ndel.Sall.Pstl.Not]. Spel /Sacl
e

, a eliminar la diana Smal del

La construccion resultante se

ps2

MI13F Spht
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2.2.3.2. Construccion psCHIT42.

Esta construccién se llevé a cabo en dos pasos. En primer lugar, se uni6 al péptido sefial
(clon ps28) el inserto de la construccién pERV-1 mut. Un segundo paso consistio en unir a éste
el resto del clon de la quitinasa, es decir, desde la diana EcoRV hasta el extremo 3’ del cDNA,

obteniéndose de este modo el pldsmido ppsCHIT42. Todo el proceso se esquematiza en la
figura 38.

EcoRI.EcoRV HindllI.Clal.Sall.Xhol. Apal.Kpnl iﬂ‘l\ﬁle L.Sacl. Ndel.Sall. Pstl. Notl.Spel

T Sac

e Sl ~_ ] e
/ ~ N

{ {
/ ERV-1 EcoRV // \ Spel
/ j
(
{
\
\

Neol

ps2 -S /

Digestion Smal Digestion Smal
Desfosforilacién

igacion

EcoRIl
Pstl
Smal

Sacll

,\-":m Sacl.BstX1.Sacll. Xmal Not{ Xbal.Spel.BamHL.
/ Sphl
I | Aatl

— pCHIT42S
Digestion con EcoRV

Desfosforilacién

Digestién con EcoRV

Aislamiento del inserto

Ligacion

ppsCHIT42

Figura 38. Esquema de la realizacién de la construcciéon ppsCHIT42.
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2.2.3.3. Construccion psCHIT42 en pBI221 y en Bin19.

Las construcciones para transformar plantas con el gen quimérico psCHIT42 se
realizaron de forma analoga a las de las plantas CHIT42. El pldsmido ppsCHIT42 se digirié
con las enzimas Xbal y Sspl, y el inserto obtenido se ligé con el vector pBI221 al que se le
habia eliminado el gen GUS por digestion con Xbal y Sacl. El extremo de la diana de Sacl se
tratd con TADNA polimerasa para hacerlo romo y facilitar la ligacion.

Algunos de los transformantes obtenidos fueron analizados por minipreparaciones de
DNA plasmidico y digestion de los plasmidos con Xbal y BamHI. De entre las colonias
positivas, se eligié una que contenia el gen en la orientacion adecuada.

A continuacidn, el cassette que contenia el promotor, gen y terminador se separd del
plasmido pBI221-psCHIT42 por digestién con EcoRI y HindlIIl, y fue introducido en pBinl9
previamente digerido con las mismas enzimas y desfosforilado. El esquema completo de la
realizacion de la construccion se presenta en la figura 39.

Nisil. BstX1.Sacl Nde!.Sall. Pstl Notl Spel - Sa¢1 BsIX1 Nott el JSpel

Smal

EcoRV tHindlf.Sphl. Pyt
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BamHl

psCHIT42 " Smal

Ccamv3ss B,

ppsCHIT42
. pBI221
© Sacll . Eeorv
Neol
Sphl
Sspt Aall . NOos S
Sspl Apal

Digestdn Xbal+Sspl Digestién Sacl Sl
. . . EcoRI
Aislamiento del inserto Tratamiento con T4 DNA polimerasa
igestién Xbal
(Cunatnspni.pva
= _ Ligacién >
LB Sall
- : Xbal
CaMV3ss hat Bumtit
R % B D3
- '
 smai KanR &
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psCHIT42

NOSE
pBin19-psCHIT42  § ~~FeoRi
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Figura 39: Construcciones pBI-psCHIT42 y Bin19-psCHIT42 N
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La presencia del cDNA CHIT42 en los transformantes Bin19-psCHIT42 se determin6
por hibridacién de colonias con el fragmento Apal-Sacl del plasmido pPCR3CHIT42. De
varias colonias positivas, se eligié una para la extraccion del DNA plasmidico y la digestién con
EcoRl y HindIll. De este modo, se confirmé la existencia del cassette CaMV35S-psCHIT42-
NOS en Binl19.

El plasmido pBinl9-psCHIT42 se introdujo en A. tmumefaciens mediante
transformacion. La dnica colonia que crecid en presencia de kanamicina y estreptomicina fue
analizada por digestién de su DNA plasmidico con EcoRI y HindlIl, que reveld la presencia del
mismo inserto de 3 kb presente en el plasmido pBin19-psCHIT42

2.2.4. Transformacion de plantas de tabaco con la construccion psCHIT42.

Unos 100 discos de hojas de tabaco fueron cocultivados con el transformante de
Agrobacterium que contenia la construccién Binl19-psCHIT42. Al igual que en el caso de las
plantas CHIT42, unos 40 brotes fueron elegidos para el enraizamiento en medio selectivo.
Entre los que lograron enraizar, se eligieron 18, que se pasaron a tierra, manteniendo una
réplica en cultivo in vitro.

La presencia del cDNA CHIT42, y el nimero de copias que contenian las plantas
transgénicas se analizaron como en el caso de las plantas CHIT42. El Southern-blot del DNA
total de las plantas digerido con EcoRI revela una serie de bandas cuyo nimero corresponde a
las integraciones del gen en la planta (datos no mostrados). El test de segregacion de la F1 en
MSKan300 permite confirmar estos datos (figura 40).

Planta Segregacion F1

psCHIT42

1 1

2 1

3 2

4 >2

5 1

7 |

8 1

9 2

10 1

11 ND

12 1

13 ND

14 |

15 ND

ig NlD Figura 40. Test de segregacién de las plantas
19 ) psCHIT42.

Las plantas se analizaron por western para detectar la presencia de la proteina psCHIT42
(figura 41).
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Plantas psCHIT42
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Figura 41. Western de las plantas psCHIT42. C+ corresponde a la proteina CHIT42 purificada a
partir de sobrenadantes de cultivos de Trichoderma inducidos por quitina.

Como se observa en la figura 41, en los extractos de hojas de plantas transgénicas, el
anticuerpo anti-CHIT42 reconoce especificamente una proteina del mismo tamafio que la
proteina CHIT42 aislada de Trichoderma. Esta proteina estd ausente en plantas sin transformar.

2.2.5. Expresion de la proteina CHIT42 en las plantas transgénicas psCHIT42.

El porcentaje de expresion de la proteina CHIT42 en las plantas psCHIT42 fue
determinado, al igual que en las plantas CHIT42, por andlisis western en los que se resolvian
diferentes cantidades de extractos proteicos de plantas y concentraciones determinadas de la
proteina CHIT42 purificada. La intensidad de las bandas que se obtenian era cuantificada con
ayuda de un analizador de imdgenes (programa NIH Image). En la figura 42 se muestran los
resultados: la proteina heteréloga constituye en las plantas transgénicas entre un 0.1 y un 0.3%

de la proteina total, lo que constituye un orden de magnitud mds que los niveles obtenidos para
las plantas CHIT42.

psCHIT42 1 psCHIT42 5 psCHIT42 18 C+

20ug 0.8ug 04ug 20ug 0.8ug 0.4ug 20ug 0.8ug 0.4ug 20ng 100ng

Figura 42: Western de cuantificacién de las plantas psCHIT42. C+ corresponde a la proteina
CHIT42 purificada a partir de sobrenadantes de cultivos de Trichoderma inducidos por quitina.
Debajo del filtr se sefala la cantidad de proteina CHIT42 purificada que se ha cargado en cada
carril, asi como las catidades de proteina total de extractos proteicos de hojas de las plantas
transgénicas que se ha utilizado en cada caso.

2.2.6. Determinacién de la actividad quitinasa de las plantas transgénicas
psCHIT42.

Los niveles de actividad quitinasa que presentaban las plantas transgénicas psCHIT42
en condiciones control fueron determinados mediante el método de la MeUmbQ, cuyos
resultados se presentan en la figura 43.
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Figura 43. Grifica de actividades quitinasa de las plantas psCHIT42.

En las plantas psCHIT42, del mismo modo que en las plantas CHIT42, los niveles de
actividad quitinasa de cada planta son proporcionales a los niveles de expresion de la proteina
(compdrense las actividades y los niveles de expresion de la proteina de las plantas 13 y 14, por
ejemplo). Al igual que los niveles de proteina, la actividad quitinasa que presentan las plantas
psCHIT42 es aproximadamente 10 veces mas que la determinada para las plantas CHIT42, lo
cual se traduce en que las plantas transgénicas que portan el gen quimérico tienen, en

condiciones basales, entre 20 y 60 veces mas actividad quitinasa que las plantas sin transformar
o el tampon fosfato solo.

2.2.7. Resumen: analisis comparativo de los niveles de expresion y la
actividad quitinasa de las plantas CHIT42 y psCHIT42.

En la figura 44 se confrontan las actividades quitinasa de las plantas CHIT42 y
psCHIT42 con los resultados de los analisis western respectivos. En lineas generales, se
observa una correlacidon positiva entre la cantidad de proteina expresada y la actividad
presentada por cada planta. Las diferencias entre las plantas transformadas con las dos
diferentes construcciones se hacen muy patentes, siendo la expresion de la proteina heterdloga y

la actividad quitinasa de las plantas psCHIT42 unas 10 veces mayor que la que exhiben las
plantas CHIT42.
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Figura 44: Grafica conjunta actividad-western. Las proteinas que se utilizaron para ambos
ensayos fueron extraidas en tamp6n fosfato, a partir de hojas expandidas de las plantas control (C-
) y transgénicas. Para los ensayos de actividad quitinasa se recogia siempre la tercera hoja de cada
planta.

En el andlisis western de la figura precedente se observa la diferencia de movilidad
electroforética que presenta la proteina expresada por las plantas CHIT42, que no exhiben las
plantas psCHIT42. Este hecho, como se ha mencionado anteriormente, sugiere que las plantas
CHIT42 no procesan correctamente la proteina heteréloga. No obstante, y con el objeto de
averiguar si este efecto era propio de hojas, y no aparecia en otros érganos o etapas del
desarrollo de las plantas, se llevé a cabo un andlisis tipo western de extractos proteicos totales
de raices, tallos, hojas y flores de las plantas CHIT42 y psCHIT42, asi como de germinulas de
15 dias de edad de las plantas CHIT42. Los resultados de estos analisis se muestran en la figura
45.
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Figura 45. Western de diferentes érganos y estapas del desarrollo de las plantas transgénicas.
(A). Western correspondiente a 20 mg de las proteinas totales de hojas (H), tallos (T), raices (R) y
flores (F) de las plantas CHIT42 10.1 y psCHIT42 11. (B). Western correspondiente a 20 mg de
extractos de germinulas de plantas CHIT42 y 40 mg de extractos de hoja de las mismas plantas.
C+ corresponde a las cantidades indicadas de la proteina CHIT42 aislada a partir de sobrenadantes
de cultivos de T. harzianum inducidos con quitina. C- corresponde a extractos de plantas sin
transformar.

Como se puede observar, las movilidad electroforética de la proteina CHIT42 expresada
por las plantas CHIT42 permanece invariable en los extractos de los diferentes 6rganos de las
plantas adultas, asi como en las germinulas.

El tratamiento con 4cido salicilico es capaz de inducir una serie de proteinas en las
plantas pertenecientes al grupo de las PR. Entre estas PR se han descrito proteasas especificas;
se pensé que posiblemente alguna de ellas podria procesar la proteina CHIT42 expresada por
las plantas transgénicas. Por lo tanto, se pulverizaron hojas de plantas control y de plantas
transgénicas CHIT42 con 4cido salicilico 1mM en metanol al 3.6%, y al cabo de 48 horas, se
extrajeron proteinas de ellas. Los resultados de los andlisis western se presentan en la figura 46.

Figura 46. Western de las plantas CHIT42

tratadas con dcido salicilico. Las plantas control se Control Salicilico ¢,

representan como C-; C+ corresponde a la cantidad C- 31 101 C- 3.1 10.1(00ng
indicada de la proteina CHIT42 purificada a partir '
de sobrenadantes de cultivos de 7. harzianum - enw et

inducidos con quitina. Los controles se realizaron
pulverizando hojas de las diferentes plantas con
metanol al 3.6%.

Nuevamente, se puede constatar que la movilidad electroforética de la proteina CHIT42
expresada en las plantas CHIT42 no varia con respecto a los demds 6rganos y condiciones
ensaayados.
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2.3. LOCALIZACION DE LA PROTEINA CHIT42 EN LAS PLANTAS
TRANSGENICAS.

2.3.1. Solubilizacién de la proteina en diferentes tampones.

Como se ha indicado anteriormente, las proteinas CHIT42 y psCHIT42 habian
sido extraidas en TF para realizar los ensayos de actividad quitinasa. Dadas las diferencias
de expresion de la proteina heteréloga y actividad quitinasa que se encontraban en los dos
tipos de plantas, se plante¢ la posibilidad de que existieran diferencias en la solubilidad de
las proteinas CHIT42 y psCHIT42 a causa de la diferente eficacia en la secrecién dirigida
por los respectivos péptidos sefial. De hecho, se pensaba que el péptido sefial fiingico era
mucho menos eficiente en tabaco que el de tomate, y que la mayor parte de la proteina
expresada por las plantas CHIT42 permanecia en el interior de las células, asociada a
alguna estructura membranosa del aparato secretor.

Una primera aproximacién para solventar este problema consistié en un andlisis
de las proteinas que se extraen en tampén fosfato (TF), acuoso, y en tampdn Laemmli
(SB), que contiene SDS y que, por lo tanto, extrae con mds eficacia proteinas asociadas a
estructuras membranosas. Se extrajeron proteinas de plantas CHIT42 y de plantas
psCHIT42 en ambos tampones, y se hicieron ensayos de western. Los resultados se
muestran en la figura 47, en la que se aprecia que, tanto en el caso de las plantas CHIT42
como en el de las psCHIT42, en ambos tampones se obtiene la misma cantidad de la
proteina heteréloga.

C- 4 CHIT42 psCHIT42
SB TF 100ng SB TF SB TF SB TF SB TF

BSOS

b Y

Figura 47. Western de extractos en tampén Laemmli (SB) y en tampén fosfato (TF).
2.3.2. Localizacién de la proteina en diferentes extractos celulares.

Un paso mas en la elucidacién del problema planteado consistié en la obtencion de
extractos proteicos extra e intracelulares de las plantas transgénicas de ambos tipos, y la
deteccion de CHIT42 por ensayos western.

Se extrajeron proteinas extracelulares e intracelulares (EC e IC, respectivamente)
de plantas no transformadas y de las plantas CHIT42 10.1 y psCHIT42 11, y se detecté
mediante western la fraccién en donde se localizaba la proteina CHIT42. En principio, se
resolvieron 3ug de proteinas totales EC e IC. En este primer western (figura 48-A), se
observa proteina en la fraccién EC de ambos tipos de plantas, si bien la planta psCHIT42
presenta mucha mayor cantidad. De hecho, en esta planta se observa también proteina en
la fraccién IC. Un segundo western (figura 48-B), en el que se resolvieron diferentes
cantidades de proteina total, revelé que ambos tipos de plantas presentan CHIT42 tan sélo
en lafraccién EC. La banda que aparece en el extracto IC de la planta psCHIT42 es una
consecuencia del método de fraccionamiento, que se basa en la infiltracién y la extraccion
del liquido intercelular (ver apartado 14.1.2. de Materiales y Métodos), y mediante el cual
se obtienen extractos EC con una pureza que oscila entre el 60-80%. De este modo, y
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dada la enorme cantidad de proteina que expresan las plantas psCHIT42, es posible que
algunas proteinas extracelulares se detecten en la fraccién IC por western.

(A) Control CHIT42 psCHIT42
EC IC EC ic EC IC

C+ CHIT42 Control psCHIT42
20ng toong EC  IC  EC IC EC IC

Rubisco—g CHIT42— “

CHIT42—p

(B) C+ CHIT42 psCHIT42

EC EC IC IC EC EC 1IC 1IC

2 100n,
Ong £ 3pug 012pg 3ug 0.12pg 3ug 0.12ug 3ug  0.12ug

Figura 48: Western de extractos de proteinas extracelulares (EC) e intracelulares (I1C)
de las plantas transgénicas.

2.3.3. Localizacién de la proteina CHIT42 en impresiones de tejido en
filtros de nitrocelulosa.

Un paso adicional en la localizacién de la proteina CHIT42 en las plantas
transgénicas consistié en su deteccién mediante anticuerpos en impresiones de tejidos en
filtros de nitrocelulosa, o “tissue-printing”.

2.3.3.1. Purificacién del anticuerpo.

En ensayos de localizacién de proteinas en cortes o en impresiones de tejido es
conveniente disponer de un suero que detecte especificamente la proteina que se estd
estudiando y que no presente reaccién cruzada con otras proteinas. De este modo, se evita
ruido de fondo que entorpezca la interpretacion de los resultados.

Para la purificacién del anticuerpo anti-CHIT42 por afinidad se expresé la
proteina CHIT42 en bacterias, segiin un método que permitiera su facil purificacién. Para
ello, se cloné el cDNA en el plasmido pGEX 4T-2 (consultar el apartado 17 de Materiales
y Meétodos), y se intent6 purificar la proteina CHIT42 a partir de extractos proteicos de
bacterias que sobreexpresaban la proteina hibrida GST-CHIT42. Desgraciadamente, no
fue posible obtener ni la proteina CHIT42 sola, ni la proteina de fusién GST-CHIT42.

Ante esta dificultad, se utilizé el extracto total de células inducidas con IPTG, se

resolvié en un gel de proteinas, y se transfirié a un filtro de immobilon. Tras tefiirlo con
Ponceau S e identificar la banda correspondiente a la proteina de fusién, ésta se recortd y
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constituyé el antigeno para la purificacién del anticuerpo anti-CHIT42 a partir del suero
de conejo. En este experimento, se utilizé una dilucién del anticuerpo original de 1:50, en
un volumen total de 3 ml (ver apartado 15.1.2. de Materiales y Métodos).

2.3.3.2. Inmunolocalizacion de la quitinasa CHIT42 en impresiones de
tejido en filtros de nitrocelulosa.

Una vez purificados los anticuerpos, se realizaron impresiones de tallos y peciolos
de plantas control y transgénicas de los dos tipos sobre filtros de immobilon. En la figura
49 se muestran los resultados obtenidos tras la incubacién con el anticuerpo purificado y
el revelado con fosfatasa alcalina para cada una de las plantas analizadas. Las diluciones
utilizadas en cada caso son diferentes, puesto que las plantas CHIT42 presentan mucha
menos cantidad de quitinasa y tan sélo se puede apreciar reaccién cuando se utilizan bajas
diluciones del anticuerpo.

La reaccion con el anticuerpo es tanto més marcada cuanto més lo es también la
sefial en Ponceau S, que tifie las proteinas unidas al filtro. Los resultados indican que la
proteina CHIT42 se localiza de forma homogénea en todas las células del tallo de las
plantas transgénicas, y que no existe acumulacion preferente en ningin tipo celular.
Ademas, el patrén de acumulacion de la quitinasa en las plantas CHIT42 y psCHIT42 es
similar, si bien se puede apreciar la notable diferencia entre la cantidad de proteina que se
detecta en cada una de ellas, mucho menor en las plantas CHIT42 que en las psCHIT42.

Plantas CHIT42 Plantas psCHIT42
A__ o }B e !

Figura 49: Inmunolocalizacién de la proteina CHIT42 en impresiones de tallo de las
plantas CHIT42 10.1, psCHIT42 18 y control en filtros de nitrocelulosa. El anticuerpo
purificado se utilizé a una dilucién de 1:20 para las plantas CHIT42 y sus respectivos
controles, y a 1:100 para las plantas psCHIT42 y sus respectivos controles.

2.3.4. Inmunolocalizacion de la proteina CHIT42 al microscopio
electronico en las plantas transgénicas.

Estos experimentos fueron realizados por Simona Muccifora y el Dr. Paolo Gori
del Istituto di Biologia Generale de la Universidad de Siena. Se sembraron en medio MS
(con K300 en el caso de plantas transformadas) diversas plantas control (sin transformar
y transformadas con el vector control pBI101) y transgénicas CHIT42 y psCHIT42. Al
cabo de unos 10 dias se tomaron las germinulas y se cortaron hojas tal como se describe
en el apartado 18 de Materiales y Métodos. Las plantas que se utilizaron en estos
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experimentos se eligieron segiin dos criterios: el nimero de copias del gen introducido y
la actividad quitinasa que presentaban.

Plantas Numero de Actividad quitinasa (pmol
copias MeUmb/ug prot total)
Sin transformar 0 0
pBI 101.1 2 0
CHIT42 1 3 1
CHIT423.1 1 3.7
CHIT4217.4 2 0.9
psCHIT42 2 1 S0
psCHIT42 9 2 58

Tabla 15 : Plantas utilizadas para la localizacion de la proteina CHIT42 al microscopio
electrénico. El plasmido pBI101 contiene todos los elementos para la integracion del T-
DNA, donde se encuentra la secuencia correspondiente a la proteina GUS acabada en el
terminador NOS. Las plantas transformadas con este pldsmido se usaron también como
controles negativos.

En la figura 50 se muestra una serie de microfotograffas al microscopio
electronico de la localizacién mediante anticuerpos de la proteina CHIT42. La quitinasa se
encuentra en los espacios intercelulares tanto en las plantas CHIT42 como en las plantas
psCHIT42. Estos datos confirman inequivocamente que la proteina fiingica se excreta en
las plantas de tabaco transgénicas.

Control CHIT42 psCHIT42

Figura 50. Microfotografias de las plantas CHIT42 y psCHIT42.

2.4. ACUMULACION DEL mRNA CHIT42 EN LAS PLANTAS
TRANSGENICAS.

Los datos que se habian obtenido en este momento demostraban que tanto la
proteina nativa como la quimérica expresadas por las plantas transgénicas se localizaban
en el espacio intercelular. Por lo tanto, las diferencias observadas en cantidad de proteina
expresada y actividad quitinasa de los dos tipos de plantas no podian ser explicadas por
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una acumulacioén diferencial de la proteina que causaran una insolubilizacion de la misma
en el caso de las plantas CHIT42.

Una nueva estrategia para tratar de averiguar las causas de las diferencias
mostradas por ambos tipos de plantas transgénicas consistié en examinar los niveles de
mRNA que presentaban. Si bien las construcciones utilizadas para transformar las plantas
portaban en ambos casos el mismo promotor (CaMV35S), de expresion practicamente
constitutiva en plantas, las zonas 5° y 3’ no codificantes no eran iguales (ver figura 30).
Existen secuencias reguladoras de la transcripcion y de la estabilidad de los mRNAs
situadas en las zonas 5” y 3’ no codificantes de algunos genes. De hecho, en esta tltima
es donde se han encontrado secuencias implicadas en la estabilidad de los mensajeros
(revisado por Green, 1993). Por lo tanto, se realizé un experimento de northern con RNA
extraido de varias plantas de ambos tipos. El resultado, mostrado en la figura 51,
demuestra que los niveles de mRNA de las plantas CHIT42 son mucho menores que los
que presentan las plantas psCHIT42, explicindose de este modo las diferencias en la
cantidad de proteina expresada.

CHIT42 psCHIT42
C- 31 174 251 ps2 ps9 psl9

24h
exposicion

5 dias
exposicion

Figura 51. Northern de las plantas CHIT42 y psCHIT42.
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3. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LAS PLANTAS
TRANSGENICAS.

Se llevaron a cabo experimentos de resistencia al ataque del hongo RhiZocronia
solani de plantulas de unos 15 dias de edad, y de plantas adultas, segin se describe en el
apartado 20 de Materiales y Métodos.

Las plantas escogidas, asi como sus caracteristicas mds relevantes, se
esquematizan en la tabla 16.

Planta Niémero de copias Actividad quitinasa
chit42 (pmol MeUmb/min ug
prot. total)
Sin transformar 0 0
(control)
CHIT42 3.1 1 3.33+-0.93
CHIT428.1 1 3.53+-1.85
CHIT4210.1 2 12.17+-6.64
CHIT4217.3 2 3.42+-0.32
CHIT4217.4 2 0.53+-0.28
CHIT42 18.4 1 1.76+-0.52
psCHIT42 2 1 41.43+-8.77
psCHIT42 4 >2 17.95+-1.82
psCHIT429 2 54.45+-11.48
psCHIT42 10 1 0
psCHIT42 11 ND 34.43+-11.03
psCHIT42 14 1 47.64+-6.79
psCHIT42 17 | 41.04+-8.15
psCHIT42 19 2 41.16+-6.88

Tabla 16. Plantas utilizadas para el ensayo de resistencia de germinulas frente al ataque
de R. solani.

Las cajas con R. solani se prepararon como se describe en el apartado 20.1.1. de
Materiales y Meétodos. Se utilizaron indistintamente las estirpes 1556 y D2, cuya
virulencia habia sido comprobada previamente en el laboratorio del Dr. Lorito (Napoles,
[talia).

En cada experimento se utilizaron de 100 a 200 plantas de cada tipo (control y

cada una de las trangénicas). Las condiciones de los ensayos se describen en el apartado
20.1.2. de Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 17 y en la figura 52. Si bien cada
ensayo (A-G) se evalu6 cada 3 6 4 dias durante aproximadamente un mes, se ha
seleccionado una serie de datos no redundantes, y que muestran dos medidas de cada

ensayo, una tras tiempos cortos de infeccién (4-10 dias), y otra tras periodos mds largos
(11-22 dias).

La figura 52 muestra una serie de graficas en las cuales los datos se han dividido
en dos tipos de medidas: una, a tiempos cortos, que, segin el experimento, oscila entre 4
y 10 dias, y otra, tras incubar las plantas con Rhizoctonia durante un periodo més largo,
de 10 a 22 dias. En el panel A se pueden observar las medidas de las diferencias de
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supervivencia en cada ensayo de las plantas transgénicas con respecto a las plantas control
correspondientes. Las medidas negativas corresponden a experimentos en los que la
supervivencia de la planta transgénica en medio con R. solani era menor que la de la
planta control del experimento. Por otra parte, se han agrupado todos los datos
correspondientes a las plantas CHIT42 y a las plantas psCHIT42, tanto las diferencias
con respecto a los contoles correspondientes (apartado B de la grafica), como los valores
absolutos, incluidos los de los controles (apartado C de la grafica). la planta
transformante psl0 no presenta proteina CHIT42 ni actividad quitinasa, si bien es
resistente a kanamicina. Se ha utilizado, por lo tanto, como un control adicional del
experimento.
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Plantas CHIT42 Plantas psCHIT42

Experimento| Dias de {Control |3.1 8.1 10.1 [17.3 {17.4 |18.4 |ps2 |ps4 |ps9 |psllpsl4 |psl7 |psl9 [pslO
infeccion
A 7 1433 19.0 31.7 65.5 33.0 65.1 54.8
13 37.3 1190 30.5 65.6 295 57.0 48.8
B 5 3.00 0.0 8.5 22.2 11.5 39.7 21.5
11 0.0 0.0 5.7 14.6 8.8 320 16.6
( 5 |46.7 53.7 51.7 85.0 75.6 100.0 83.2
16 31.8 20.8 184 75.2 43.0 81.2 58.1
D 7 6.7 20 2.7 12.6 4.8 10.4 7.2
10 55 20 2.7 9.5 4.2 7.3 0.0
E 7 1400 840 616 |78.6 80.0 66.3 84.0 46.0 6.0
17 224 65.5 233 |553 520 270 66.0 235 10.0
F 10 {510 600 (630 (680 30.0 31.0 37.0 310
22 16.0 49.0 |420 [540 9.0 9.0 26.0 10.3
G 4 0.8 0.0 0.0 0.00 0.0 0.0 6.6 1.8 0.0

e ~~ Lo | 000 0.0 0.0 33 1.8 0.0

Tabla 17. Porcentajes de supervivencia de las plantas control y transgénicas en cajas con R. solani a 0.75 mg/ml. La
primera columna indica el experimento; la segunda, los tiempos de infeccion en dias. Cada dato corresponde a los porcentajes de
supervivencia de al menos 100 plantas de cada tipo. La planta ps10 constituye un control adicional del experimento (ver texto).
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Figura 52. Resistencia de las plantas transgénicas a R. solani 0.75 mg/ml.
(A). Diferencias en la supervivencia de cada planta control con respecto a las plantas
control del experimento correspondiente (%supervivencia transgénica-%supervivencia
control del ensayo). (B). Diferencias globales de supervivencia de las plantas CHIT42 y
psCHIT42 respecto al control. Se han incluido los datos de tres experimentos
independientes con cada planta. La planta ps10 no se ha incluido. (C). Supervivencia
(%) de las plantas control y las plantas transgénicas CHIT42 y psCHIT42 en R. solani
0.75 mg/ml. Se han incluido los datos de tres experimentos independientes con cada
planta. La planta ps10 no se ha incluido.
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DISCUSION.
1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIONDEL ¢DNA CHIT42.
1.1. Secuencia del clon CHIT42.

Se ha aislado un clon de cDNA cuya secuencia corresponde a la quitinasa CHIT42
previamente purificada (De la Cruz er al., 1992). La secuencia de aminodcidos deducida
contiene todos los oligopéptidos que se habian obtenido por microsecuenciacién de la
proteina (De la Cruz, 1994, y tabla 13 de Resultados), de cuyas actividades quitinasa y
litica sobre paredes de hongos se tenian evidencias bioquimicas (De la Cruz er al., 1992,
y apartado de Antecedentes de esta tesis).

La extensa homologia que la secuencia obtenida presenta con otras quitinasas, Yy,
sobre todo, con la quitinasa Chil del hongo fitopatégeno A. album a lo largo de toda la
fase abierta de lectura, confirman la naturaleza de la proteina que codifica. Ademas, se
encuentran homologias significativas con otras quitinasas de origen fiingico y bacteriano,
Existe una zona especialmente conservada entre estas quitinasas, y que aparecen también
en otras quitinasas de plantas, que contienen el sitio catalitico putativo. Esta zona,
FDGIDIDWE, es rica en los residuos acidos aspartico (D) y glutdmico (E), y se encuentra
incluida en el sitio catalitico de la quitinasa de S. cerevisiae (Kuranda y Robbins, 1991).
Si bien se ha comprobado que la quitinasa CHIT42 no presenta actividad lisozima, Asp y
Glu han sido descrito como los residuos cataliticos de lisozimas de tipo C, que son
también capaces de degradar la glicol-quitina (Watanabe er al., 1992). El mecanismo de
accion propuesto de estas proteinas se basa en datos estructurales y quimicos. Se ha
sugerido que el Glu-35 actia como un catalizador dcido, que dona un protén al oxigeno
glucosidico, y el Asp-52 estabiliza electrostaticamente el i6n carbonio intermediario que
origina (Blake er al., 1965, Malcolm et al., 1989).

Rouvinen ez al. (1990) proponen que el sitio catalitico de la celobiohidrolasa
CBH-II de T. reesei esta constituido por dos residuos de Asp. Sin embargo, el dato mas
concluyente de la funcién catalitica de esta zona altamente conservada lo constituye la
identificacién de los aminoacidos Glu-204 y Asp-200 como los residuos cataliticos de la
quitinasa A1 de Bacillus circulans, y cuyos equivalentes en CHIT42 se encuentran en las
posiciones Glu-137 y Asp-133 (Watanabe er al., 1993). El papel de los otros dos
residuos de Asp presentes en la misma regién no ha sido determinado atn, pero se ha
sugerido que podrian actuar cooperativamente con el Asp-200 de la quitinasa Al
(Watanabe et al., 1993).

El alineamiento de las quitinasas revela otra zona muy conservada entre las
diversas proteinas (ver figura 16 de Resultados). Esta regién contiene dos residuos de
Gly y uno de Ser que aparecen en todas las proteinas analizadas. El papel de la Ser-160
de la quitinasa Al de B. circulans ha sido analizado por mutagénesis, y los resultados
muestran que, si bien la actividad se reduce significativamente, la Km permanece
invariable. Este residuo participa, posiblemente, en el mantenimiento de la estructura del
sitio catalitico (Watanabe ez al., 1993).

La secuencia amino terminal de la proteina CHIT42 deducida del clon CHIT42 no
coincide con la obtenida a partir de los datos de microsecuenciacién de la proteina

114



excretada al medio de cultivo por T. harzianum. Esta comienza en el aminoacido situado
en la posicién 35, y los 34 aa precedentes estdn organizados en dos bloques bien
definidos, segiin la secuencia y el perfil de hidrofobicidad (fig 15 de Resultados). Un
primer bloque, que comprende los 22 primeros aminodcidos, es muy hidrofébico, y
presenta otras caracteristicas estructurales tipicas de un péptido seiial: carga positiva en el
extremo amino terminal, una secuencia interna de aa hidrofébicos, y una secuencia amino
terminal polar, donde se encuentra el sitio de procesamiento (figura 53) (von Heijne,
1984). El péptido sefial permite a la enzima CHIT42 atravesar los orgdnulos celulares
encargados de la secrecidn.

A continuacién del péptido sefial, una secuencia hidrofilica de 12 aminoécidos
precede al primer aminoacido de la proteina madura, la Ala de la posicion 35 (figura 53).
Dicha secuencia acaba en los aminoécidos Lys-Arg (KR), que constituyen la diana
especifica para la endoproteasa Kex2. Esta endoproteasa se encontré en levaduras, donde
es esencial para el procesamiento del pre-profactor alfa, y es capaz de hidrolizar el enlace
peptidico inmediatamente posterior a las secuencias dibasicas Arg-Arg o Lys-Arg (Julius
etal., 1984). Se han descrito endoproteasas tipo Kex2 en numerosos organismos, desde
hongos hasta Drosophila, Xenopus y mamiferos (Brenan y Peach, 1988; Thomas ez al.,
1988, 1990, 1991; Fuller er al., 1989; Germain er al., 1990; Seidah et al., 1990; Smeeks
y Steiner, 1990; Brenner y Fuller, 1992; Hayflick e al., 1992). En general, esta enzima
estd muy conservada, y participa en procesos asociados con el procesamiento de
prohormonas polipeptidicas. Recientemente se han encontrado evidencias de actividad
endoproteasa tipo Kex2 en plantas (Kinai ez al., 1995).

Algunas quitinasas flngicas se activan tras la incubacién con proteasas (Adams ef
al., 1993). En Rhizopus oligosporus, las quitinasas necesitan procesamiento amino y
carboxilo terminal para su funcionamiento (Yanai er al., 1992), y al menos una quitinasa
de Mucor mucedo es activada tras un tratamiento con proteasas (Humphreys y Gooday,
1984). La actividad quitinasa de extractos de Strepromyces olivaceoviridens aumenta
considerablemente cuando se someten a tratamientos con proteasas (Blaak er al., 1993).
Finalmente, ciertas proteasas pueden activar de forma muy efectiva algunas sintetasas de
quitina asociadas a quitinasas de diversos hongos filamentosos (Adams et al., 1993).
Todos estos datos avalan la posibilidad de que la secuencia amino-terminal de CHIT42
pudiera estar implicada en un mecanismo de regulacién de la actividad, siendo la proteina
inactiva hasta que una endoproteasa tipo Kex2 elimine el péptido de activacién una vez la
quitinasa haya sido excretada. Tanto la endoquitinasa Chil de A. album como la
endoproteasa Prbl y las 3-glucanasas BGN16.2 y BGN13.1 (Geremia et al., 1993; Lora
etal., 1995; De la Cruz et al., 1996) de T. harzianum, entre otras proteinas fingicas,
presentan esta sefial de procesamiento.
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Figura 53: Secuencia amino-terminal de la proteina CHIT42. Se seiialan los aminoécidos
cargados positivamente (+), los que poseen carga negativa (-), y aquellos cuyo radical es
polar (p). Las flechas sefalan los sitios de procesamiento de los péptidos seiial y de
activacion Los aminodcidos en negrita pertenecen a la proteina madura.

1.2. Regulacién de la expresion de chit42.

La expresion del gen chit42 de Trichoderma harZianum ha sido analizada mediante
analisis tipo northern. Los datos muestran la induccién del gen chit42 en presencia de
quitina y paredes de hongos, asi como la aparente desrepresién por falta de glucosa. Esta
tiltima aseveracion se basa en la aparicién de una débil banda de hibridacién en los carriles
correspondientes a 0.1% de glucosa (hambre de glucosa), y en piruvato, que constituye
una fuente de carbono de dificil asimilacién. Sin embargo, la expresién de chir42 en
cultivos en otras fuentes de carbono de dificil asimilacién, como son el acetato, el citrato o
el lactato, es inapreciable en andlisis northern. El cultivo de Trichoderma en fuentes de
carbono de fécil asimilacién (fructosa, glicerol) tampoco induce la expresion del gen
chit42. Este comportamiento no es compartido por la otra quitinasa de Trichoderma
harzianum cuyo cDNA ha sido aislado, y cuyo patrén de expresién se conoce, CHIT33
(Limén ef al., 1995). En este caso, la cantidad de mensajero que aparece en cultivos en
glucosa 0.1% es considerablemente superior a la presente en cualquier otra condicién
analizada, incluido el cultivo en presencia de micelios autoclavados de hongos
fitopatégenos, lo que sugiere que la transcripcién de esta glucanasa esta desreprimida por
falta de una fuente de carbono facilmente asimilable. Sin embargo la proteina CHIT33 no
se detecta en estos cultivos. Estos datos sugieren una regulacién completamente diferente
para las dos quitinasas, incluyendo una regulacion postranscripcional del gen chit33 de la
que, segun los datos obtenidos, carece el gen chit42. También el gen bgnl6.2, que
codifica una B-1,6-glucanasa de T. harzianum (Lora er al., 1995), presenta este fenémeno
de desrepresién en glucosa al 0.1%, y los datos que se obtienen para la proteina sugieren,
al igual que en el caso anterior, alguna regulacién postranscripcional. La expresién de otra
B-glucanasa de 7. harzianum, BGN13.1, presenta un patrén similar al del gen chit42 (De
laCruz et al., 1995).

El northern presentado en la figura 18 de Resultados muestra claramente un efecto
de represién catabdlica en la regulacién de la quitinasa CHIT42. Este efecto se habia ya
descrito para la quitinasa Chil de A. album, en la que la adicién simultanea de glucosa y
quitina no permite la transcripcién de la quitinasa. De la Cruz et al. (1993), observan que
la adicién de glucosa a cultivos de T. harzianum inducidos por quitina hacen disminuir
hasta casi desaparecer la actividad quitinasa excretada por el hongo. De hecho, los
cultivos que contienen glucosa y quitina simultdneamente no presentan actividad quitinasa
detectable a las 48 h de cultivo. Hay que resaltar, sin embargo, que las medidas de
actividad no son especificas para la quitinasa CHIT42, sino que se deben a la accién de al
menos 10 quitinasas diferentes (revisado por Hayes ez al., 1996).
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Asimismo, se ha estudiado el efecto en la expresién del gen chir42 de una serie de
productos relacionados con la quitina. Los resultados muestran que existe una buena
correlacién entre los niveles de mRNA detectados y los niveles de actividad quitinasa
previamente determinados (De la Cruz ef al., 1993, y apartado de Antecedentes de esta
tesis), salvo en el caso de la GlcN, donde no se detecta mensajero de chir42, pero la
actividad presente es comparable a la de cultivos en GIcNAc, en cuyo caso si aparece
mRNA. Estas diferencias entre el patrén de expresién de chir42 y la actividad quitinasa
excretada se pueden explicar facilmente teniendo en cuenta nuevamente la existencia de
otras quitinasas sometidas, al menos en el caso ya discutido de chit33, a diferentes
procesos de regulacién. La GlcNAc, producto de la degradacién de la quitina, podria
actuar como inductor de la expresion de la quitinasa CHIT42, puesto que el polimero es
incapaz de penetrar en la célula, si bien no podemos descartar que, en este caso, la
expresion detectada pueda deberse mds bien a un efecto de desrepresién por falta de una
fuente de carbono de facil asimilacién.

Por ultimo, al investigar la presencia de mRNA CHIT42 en cultivos con micelio
autoclavado de hongos micopardsitos como unica fuente de carbono (figura 21 de
Resultados), se observa una fuerte induccion del mensajero en presencia de cada
fitopatégeno ensayado. La existencia de quitina en las paredes de dichos hongos, sin
embargo, no puede explicar este resultado, puesto que también el oomiceto Phviophtora
infestans, que carece de quitina en su pared, es capaz de inducir, aunque en menor
medida, la expresion del gen chir42. Otros autores (Carsolio e al., 1994) han descrito la
induccién del mensajero correspondiente a la proteina CHIT42 (denominada en este
trabajo Ech-42) en condiciones reales de micoparasitismo contra el hongo RhiZoctonia
solani. En experimentos de confrontacién de los dos hongos, la expresién del mensajero
de ech-42 aumenta en el momento en el que se establece el contacto, que culmina en la
muerte del fitopatégeno. Estos experimentos sugieren fuertemente que esta quitinasa
posee un papel relevante en el micoparasitismo. Otros datos muy reveladores a este
respecto los constituye la induccidén de la expresién de chit42 en cultivos duales frente a
Botrytis cinerea, aun en presencia de glucosa en cantidades represoras (Robert Mach,
comunicacion personal). -

Recientemente se ha comenzado a estudiar en detalle la regién promotora del gen
chit42 (o ech-42) (Lorito et al., 1996b). Durante interacciones no micoparasitarias, o en
cultivos en glucosa, el gen chit42 no se expresa, y la proteina mediadora de la represion
catabdlica Crel interacciona con una de las cinco secuencias consenso de unién que
presenta el promotor (Strauss e al., 1995; Cubero y Scazzocchio, 1994). Durante la
interaccidn micoparasitaria, otra proteina es capaz de interaccionar con otra zona diferente
y adyacente al sitio Crel funcional. Lorito ef al. (1996b) postulan un modelo en el que
existen dos zonas del promotor con sendas sefiales para la unién de la proteina Crel, que
se uniria en condiciones de pre-micoparasitismo, y a la proteina “de micoparasitismo”,
cuya union desplazaria a Crel de su sitio y permitiria la expresion del gen chir42 una vez
establecido el proceso micoparasitario.

Otro dato de expresién interesante lo encuentran Carsolio er al. (1994) que
observan la induccién por luz de ech-42, asociada a la esporulacién, y que podria sugerir
un papel adicional de la proteina en procesos de morfogénesis o diferenciacién. De hecho,
en la secuencia del promotor se encuentran dos motivos de unién de la proteina BrlA, que
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modula en Aspergillus nidulans la expresién de ciertos genes de esporulacion regulados
por luz (Chang y Timberlake, 1992).

1.3. Presencia del gen chit42 en otras especies de hongos micoparasitos.

El anélisis Southern realizado sobre DNA del propio Trichoderma harZianum
(figura 17 de Resultados) en condiciones muy restrictivas y poco restrictivas, revela la
presencia de una sola copia del gen en el genoma del hongo, y la ausencia de genes
homdlogos.

Un andlisis Southern realizado sobre DNA de una serie de especies de
Trichoderma (figura 24a de Resultados) en condiciones altamente restrictivas revela la
existencia de fragmentos de DNA en el genoma de todos los hongos analizados muy
homélogos al cDNA CHIT42. Entre estos hongos se distinguen dos grupos: uno,
constituido por las especies T. harzianum, T. viridens y T. (G.) virens, que poseen
actividad micoparasitaria, y otro, constituido por las especies no micoparasitas 7.
longibrachiatum, T. reesei y T. koningii. Los resultados obtenidos indican la alta
conservacion del gen chir42 entre ellos, a pesar de que se ha propuesto que los dos
grupos estan bastante alejados filogenéticamente (Inbar y Chet, 1995).

Asi pues, se han encontrado sendos genes homologos a chit42 en las especies de
Trichoderma analizadas. Sin embargo, los datos que se extraen del andlisis northern
realizado con el RNA obtenido de micelios de las distintas especies inducidos por quitina
(figura de Resultados), muestran que la expresion del gen es muy diferente, siendo muy
alta en las especies T. harzianum y viride, media en T. (G.) virens, e indetectable en el
resto. Teniendo en cuenta que la quitinasa que se expresa mas abundantemente en cultivos
de T. harzianum CECT2413 inducidos por quitina es la CHIT42, estos datos son
coherentes con las medidas de actividad quitinasa que se habian obtenido previamente a
partir de sobrenadantes de los cultivos correspondientes, asi como de la presencia de
proteinas que reaccionan con el anticuerpo anti-CHIT42 en los mismos (De la Cruz,
1994). En las dos primeras especies analizadas, T. harzianum y T.viride, la actividad
quitinasa y la cantidad de proteina son bastante altas; en G. (T). virens ambas son mucho
menores, y en el resto no se detecta apenas proteina y la actividad quitinasa excretada es
muy baja.

Recientemente, se ha realizado en nuestro laboratorio una serie de experimentos
con los hongos antagonistas que se presentan en este trabajo (M. Rey, comunicacién
personal), que ponen de manifiesto que la capacidad micoparasitaria exhibida por cada
especie no estd correlacionada en absoluto con la capacidad antagonista del hongo, sino
que esta tltima depende del dio antagonista-victima que se elija. Hay grandes vanaciones
entre las diversas parejas, pero todos los hongos pertenecientes al género Trichoderma
analizados (los citados anteriormente) son capaces de matar a un nimero variable de
victimas de entre las 10 utilizadas, y entre las cuales se encuentran especies fitopatégenas
tan importantes como Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum o
Alternaria alternata. Estos datos son en apariencia contradictorios con una serie de
trabajos en los que se propone una correlacién entre las actividades enzimdticas de
hidrolasas (quitinasas, glucanasas y proteasas) en la accién antagonista de estos hongos
.Elad et al., 1982, encuentran una correlacién positiva entre las actividades quitinasa y
glucanasa de diferentes estirpes de 7. harzianum y su capacidad para controlar varios
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hongos fitopatégenos. De hecho, la actividad quitinasa que presenta Trichoderma al ser
enfrentado con diferentes hongos es muy diversa, y podria determinar la sensibilidad de
éstos ante el micoparasito (Elad er al., 1982; Ridout et al., 1986). Di Pietro et al., 1993,
encuentran que la endoquitinasa de G. virens equivalente a CHIT42 es capaz de inhibir la
germinacidn de B. cinerea, y de romper los 4pices de sus hifas, siendo este efecto mucho
mas pronunciado a mucho menores concentraciones cuando a la endoquitinasa se le
adiciona la accién del antibidtico gliotoxina. Lorito er al., 1996, observan también este
efecto sinérgico entre enzimas hidroliticas de T. harzianum y antibiéticos que alteran la
permeabilidad de la membrana celular, y proponen que la accién de estos compuestos se
ve potenciada por las enzimas hidroliticas puesto que éstas desorganizan las paredes
celulares y, por lo tanto, facilitan el acceso a la membrana de los antibidticos. Como
contrapartida, Howell, 1987, encuentra unos mutantes de G. virens que han perdido la
capacidad micoparasitaria, pero que son capaces de controlar al fitopatégeno R. solani
con igual eficacia que la cepa parental. Estos mutantes mantienen, en cambio, la
produccidn de antibidticos caracteristica, que seria la responsable del efecto antagonista.

Sin embargo, a tenor de los mas recientes experimentos, la actividad hidrolitica
estaria implicada mds bien en la accién saprofitica consiguiente a la muerte de la victima
por el antagonista (ya sea por autolisis debida al estrés nutricional u otro tipo de estrés, o
a la accién de antibidticos), posibilitando una ripida degradacién de los polimeros de los
hongos micoparasitados, y proporcionando al antagonista mayor eficacia en el
aprovechamiento de los productos obtenidos para su crecimiento, desarrollo y expansién
(Rey eral., 1996, resultados no publicados). De hecho, Rey er al., 1996, encuentran que
las especies con mas actividad hidrolitica son capaces de crear halos de lisis con mayor
eficacia sobre paredes aisladas de diferentes hongos y, por lo tanto, aprovechar los
nutrientes que contienen.

El otro gen aislado de Trichoderma que codifica una quitinasa, chit33, estd
ausente en las especies de Trichoderma consideradas no micoparasitas (M. Carmen
Limén, comunicacién personal). Este dato, unido al ya discutido de la diferente
regulacién que presenta este gen, sugiere que las dos quitinasas poseen funciones
distintas.

2. PLANTAS TRANSGENICAS CHIT42 Y psCHIT42.

Las construcciones CHIT42 y psCHIT42 han sido expresadas en tabaco, sin que
ello produjera ninguna alteracion del aspecto de las plantas, ni de sus drganos
reproductivos. La presencia de quitinasa en plantas ha sido descrita en muchas ocasiones.
En cuanto a su funcién endégena en la planta (ver apartado de la Introduccion), se ha
sugerido que estas enzimas participan en una serie de procesos fisiolégicos durante el
desarrollo del embrién (De Jong er al., 1992; Kragh et al., 1996). No obstante, en la
mayoria de los estudios realizados, las quitinasas vegetales se encuentran asociadas a los
mecanismos de defensa contra organismos fitopatégenos (revisado por Collinge ez al.,
1993). La actividad quitinasa se incrementa en las plantas heridas o que han sido tratadas
con moléculas vegetales o flingicas capaces de inducir la respuesta global antimicrobiana
(“elicitors™), y forma parte de la respuesta hipersensible al ataque de patégenos (Hedrick
etal., 1988; Kurosai et al., 1990; Metraux y Boller, 1982).
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2.1. Expresion de la proteina CHIT42 en las plantas transgénicas.

Las plantas CHIT42 y psCHIT42 expresan la quitinasa CHIT42 de T. harzianum
de forma enzimaticamente activa. Sin embargo, la movilidad electroforética de la quitinasa
expresada por las plantas CHIT42 es diferente a la de la proteina fingica o a la expresada
por las plantas psCHIT42. Una proteina puede sufrir modificaciones postranscripcionales
por diversas causas, que pueden originar cambios en la movilidad electroforética
(Bednarek y Raikhel, 1992). Entre ellas, la proteina CHIT42 expresada por plantas de
tabaco puede presentar alteraciones en el patrén de glicosilacién o fosforilacion, o bien un
defectuoso procesamiento proteolitico de los péptidos senal y de activacién (ver la
estructura de la proteina CHIT42 en el apartado de Resultados).

En nuestro caso, sin embargo, muchas de estas posibilidades han de desecharse.
En primer lugar, si las glicosilasas y/o fosforilasas vegetales son capaces de reconocer y
actuar sobre algunos de los sitios putativos de glicosilacién o fosforilacién presentes en la
proteina CHIT42, que, por otra parte, no son funcionales en el hongo (De la Cruz er al.,
1992), tanto las plantas CHIT42 como las psCHIT42 deberian expresar una quitinasa de
mayor peso molecular que la proteina aislada de Trichoderma. De hecho, las tnicas
secuencias diferentes en las ORFs introducidas en ambos tipos de plantas estan a priori
destinadas a ser eliminadas, al menos en el caso de las plantas psCHIT42, que carece del
péptido de activacién y posee un péptido seial de plantas con su correspondiente
secuencia de procesamiento (Tornero ef al., 1993). Existe una secuencia de fosforilacién
en el péptido de activacién del hongo, cuya presencia en la quitinasa expresada en las
plantas CHIT42 implicaria, ademas, la existencia en dicha proteina del péptido de
activacion.

En segundo lugar, la localizacién extracelular de las proteinas expresadas por
ambos tipos de plantas (ver apartado 2.3. de Resultados) refutan la hipdtesis del
procesamiento defectuoso del péptido sefial en las plantas CHIT42. Ademas, el aumento
de tamafio en este caso seria de unos 4kDa, y no de 2kDa, pues se afiadiria al peso
molecular de la proteina madura el de los péptidos sefial y de activacion.

Por lo tanto, el aumento de movilidad electroforética que presenta la proteina
CHIT42 expresada por las plantas CHIT42 se debe a la presencia del péptido de
activacion, que tiene un peso molecular de aproximadamente 2kDa. Se ha propuesto para
el procesamiento de este oligopéptido la accién de la endoproteasa Kex2 (ver antes, en el
apartado 1.1. de Discusién, y en el 1.1. de Resultados). Si bien, como ya se ha
discutido, la presencia de proteasas tipo Kex2 ha sido descrita en multitud de organismos,
desde levaduras hasta mamiferos, sélo recientemente se han obtenido ciertas evidencias
de actividad endoproteasa especifica frente al enlace peptidico inmediatamente posterior a
las secuencias dibasicas KR o PR. Yinai et al., 1994, transforman plantas de tabaco con
el cDNA KP6, que codifica una preprotoxina killer de Ustilago maydis. La toxina activa
consta de dos subunidades, que son escindidas de la preprotoxina por un procesamiento
proteolitico tipo Kex2 (Tao et al., 1990). Las plantas transgénicas no sélo presentan
actividad killer, sino que, ademads, excretan al apoplasto las dos subunidades
correctamente procesadas.

No obstante, nuestros resultados contradicen los datos anteriores. Sélo la
presencia del péptido de activacién en la proteina expresada por las plantas CHIT42
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explica el aumento de peso molecular observado tanto en los érganos aéreos de la planta
adulta como en las raices, drganos reproductivos y germinulas de las plantas
transgénicas. El tratamiento con 4cido salicilico, que induce la expresién de multitud de
proteinas relacionadas con la respuesta hipersensible (revisado por Enyedi er al., 1992),
entre las cuales se encuentran algunas proteasas (Vera y Conejero, 1988) no es capaz,
tampoco, de restablecer el tamafio previsto de la proteina CHIT42 correctamente
procesada. Las plantas transformadas con la versién genémica del cDNA CHIT42
expresan también una proteina 2 kDa mayor que la quitinasa madura (Matteo Lorito,
comunicacidn personal).

Por otra parte, la proteina expresada por las plantas CHIT42 es activa a pesar de la
presencia del péptido de activacién. Las actividades especificas (unidades/ug proteina
CHIT42) de las proteinas expresadas por las plantas CHIT42 y psCHIT42 son, ademas,
muy similares (ver apartado 2.2.7. de Resultados), al menos para el sustrato MeUmbQ.
Se ha sugerido un papel regulador de la actividad quitinasa para este péptido, denominado
de hecho “de activacién”, de modo que la proteina no es activa hasta que el pequeiio
péptido es eliminado (ver apartado 1.1. de esta Discusién). En plantas, algunas proteinas
PR son procesadas proteoliticamente tras la infeccion con patégenos, aunque se
desconocen las consecuencias de la proteolisis en la actividad antifiingica de estas
proteinas (Shinshi er al, 1988; Rodrigo er al., 1991, Lange et al., 1996). No obstante,
existe un caso parecido al que nos ocupa en el cual se ha comprobado que la glucanasa
EXGI de levaduras que también presenta un péptido “de activacioén” acabado en una
secuencia KR presenta actividad glucanasa en mutantes kex2 de levaduras (Francisco del
Rey, comunicacién personal).

Otra explicacién de este fenémeno podria basarse en la especificidad de sustrato
de las proteinas madura y sin madurar. En los ensayos realizados, el sustrato MeUmbQ
es un oligdmero de tres GIcNAc, muy diferente a la a-quitina presente en las paredes
fingicas. Una version de la quitinasa de Streptomyces olivaceoviridens que carece de la
zona de unidn a quitina hidroliza la a-quitina con menos eficacia que la proteina completa,
si bien otros sustratos, como son la quitina coloidal u oligémeros de quitina, son
degradados de igual modo por ambas formas, completa e incompleta (Blaak y Schrempf,
1995). Podria suceder que la quitinasa expresada por las plantas CHIT42 careciera de
actividad frente a la quitina natural, aunque el comportamiento frente al sustrato artificial
MeUmbQ sea el mismo que el de la proteina madura.

2.2. Localizacién de la proteina CHIT42 en las plantas transgénicas.

Las plantas transgénicas CHIT42 y psCHIT42 expresan una proteina extracelular,
como lo demuestran los experimentos de extraccién de proteinas extracelulares y de
microscopia electronica (apartados 2.3.2. y 2.3.4. de Resultados).

Si bien el apoplasto corresponde a menos del 5% del volumen total de los érganos
vegetativos de las plantas (Grignon y Sentenac, 1991), es de gran importancia en algunos
de sus procesos biolégicos. El contenido de la matriz extracelular vegetal varia como
respuesta a una gran cantidad de estimulos, bidticos y abiéticos. Si se tiene en cuenta que
las células vegetales son inmdviles, y que mantienen una continuidad citoplasmatica en la
planta, las modificaciones locales del apoplasto adquieren aiin mas relevancia (Knox,
1992). Durante las interacciones con patégenos, este compartimento juega un importante
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papel puesto que en él se encuentran por primera vez el patégeno y la victima, y tienen
lugar los eventos de reconocimiento. Las respuestas rapidas frente al ataque, en forma de
modificaciones locales (Bradley ef al., 1992), e iniciacion de una transmision de seriales
que culmina en la activacién transcripcional de genes de defensa (Dixon y Lamb, 1990;
Lamb ez al., 1989), tienen lugar en el apoplasto, que constituye de este modo una primera
barrera defensiva frente al ataque.

Las quitinasas de plantas se han localizado en el espacio apopldstico o bien en las
vacuolas. No se ha encontrado, sin embargo, ninguna relacién entre su localizacién y la
actividad quitinasa o antiflingica que presentan, si bien se he propuesto que las quitinasas
extracelulares forman parte de una respuesta temprana. Asi, las quitinasas apoplasticas
actuarian directamente sobre el hongo invasor, impidiendo la elongacién de los apices de
sus hifas, e indirectamente, liberando elicitors fingicos que inducirian a su vez la bateria
de genes implicados en la reaccién general de defensa de la planta (Collinge er al., 1993).
De hecho, se ha observado que el tratamiento con oligosacaridos de quitina induce la
lignificacién de hojas de zanahoria y trigo y la actividad quitinasa de plantas de melén
(Barber et al., 1989; Kuroshaki et al., 1988; Roby er al., 1987). En este modelo, las
quitinasas vacuolares actuarfan en un estadio mas tardio de la infeccidn, en el que el
colapso celular, consecuencia de la invasién del patdégeno o de la propia respuesta
hipersensible de la planta (Collinge er al, 1993), libera las quitinasas vacuolares al
exterior, alcanzdndose rdpidamente en la zona atacada una transitoriamente alta
concentraciéon de quitinasas que, sinérgicamente con las glucanasas acumuladas en la

vacuola, degradarian con gran eficacia las paredes nacientes del hongo invasor (Mauch y
Staehlein, 1989).

La localizacién extracelular de la quitinasa expresada por las plantas CHIT42
indica que el péptido seiial de la proteina fingica es funcional en plantas. La estructura de
los péptidos sefial de todos los organismos, eucaridticos y procaridticos, estd muy
conservada (von Heijne, 1984). En el limite, se ha encontrado que péptidos al azar
pueden funcionar como péptidos sefial en levaduras (Kaiser et al., 1987). Sin embargo,
éste no es el caso mas comin, y el andlisis de un gran nimero de péptidos seiial de
diversos organismos revela una serie de diferencias en las secuencias de los péptidos
sefial de cada grupo (von Heijne y Abrahmsen, 1989). Las diferencias también se han
puesto de manifiesto al estudiar la eficacia de péptidos sefial heterélogos. Los resultados
de estos estudios son muy diversos, y a menudo contradictorios, pues se ha encontrado
en algunos casos mayor eficacia en la secrecion de proteinas heterélogas con un péptido
sefial homdlogo, y en otros, que la secrecién de una proteina heteréloga es mas eficiente
cuando ésta porta su propio péptido sefial que cuando estd dirigida por una secuencia
sefial homoéloga (revisado en Lund y Dunsmuir, 1992).

En cualquier caso, y en relacién con la secrecién de proteinas en plantas (revisado
por Chrispeels, 1991, y Bednarck y Raikhel, 1992), se ha comprobado que la presencia
de un péptido sefial es necesaria y suficiente para la entrada de la proteina que lo porta en
la via secretora. El péptido sefial es reconocido por ciertas proteinas de la membrana de
RE, y es eliminado cotraduccionalmente por una endopeptidasa especifica, a la vez que el
péptido naciente es traslocado al interior del RE, a través, posiblemente, de unas proteinas
especificas. En este compartimento celular y en el aparato de Golgi, las proteinas pueden
sufrir numerosas modificaciones, segiin los elementos que se encuentren en su secuencia.
En primer lugar, y con la ayuda de unas proteinas especificas tipo chaperona que se han
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encontrado en el RE, las proteinas adquieren su correcta estructura terciaria (revisado por
Gething y Sambrook, 1992). Las diferentes glicosilasas que se encuentran en el RE y en
el aparato de Golgi actian sobre sitios especificos de reconocimiento (sefialados en la
figura 14 de Resultados para la proteina CHIT42), se forman los puentes disulfuro y los
oligémeros pertinenetes, y algunos aminoécidos pueden ser modificados (Pro en Hyp,
por ejemplo). Las secuencias carboxilo-terminal KDEL o HDEL determinan la
permanencia en el RE de las proteinas que lo portan. Del mismo modo, existen secuencias
que dirigen las proteinas hacia la vacuola, localizadas en este caso en diversos lugares de
la proteina, bien en el extremo amino-terminal de la proteina madura, bien en elementos
amino- o carboxilo-terminales que se eliminan por proteolisis (revisado por Nakamura y
Matsouka, 1993). Si en una proteina que contiene un péptido seiial no existen secuencias
de retencion en el reticulo endoplasmatico o de localizacién vacuolar, ésta sera excretada.

Si comparamos los péptidos sefial de las proteinas que expresan las plantas
CHIT42 y psCHIT42 (figura 54), se observa que ambos mantienen la estructura
consenso (von Heijne er al., 1984, ya discutido en el apartado 1.1. de esta Discusién),
presentando el péptido sefial de la proteina P1-p14 de tomate cierta polaridad en la region
central, “apolar”. Sin embargo, y como se ha comprobado en este trabajo, ambos son
igualmente funcionales en las plantas.

Sitio de
procesamento
+ + +
MLSFLGKSVALLAALQATLSSP KPGH
PP PP PPPPP PP

Secuencia cargada  Secuencia  Secuencia polar
amuno-terminal  apolar central carboxilo-terminal

Figura 54. Comparacion de los

Sitio de péptidos seiial de las proteinas
procesamiento CHIT42 y psCHIT42. Se
sefialan los aminodcidos con

g + . S Yt carga positiva (+), los que poseen
MGLFNISLLLTCLMVLAIFHSCEA QNSP carea negativa (), y aquellos
PP P PP P PP PP cuyo radical es polar (p). Las

Secuencia cargada Secuencia Secuencia polar flechas sefialan los respectivos
amino-terminal apolar central  carboxilo-terminal

sitios de procesamiento.

2.3. Expresiéon del mRNA CHIT42 en plantas transgénicas.

Los niveles de expresién de la proteina heter6loga, asi como la actividad quitinasa
que presentan las plantas CHIT42 son mucho menores (un orden de magnitud) que los de
las plantas psCHIT42. Este fenémeno es aparentemente inexplicable, puesto que la
expresién de ambas construcciones estd sometida al control de la misma regién
promotora, la del CaMV35S, y, como se ha visto, la localizacion de la proteina es la
misma en los dos tipos de plantas. Sin embargo, los resultados obtenidos muestran que
estas diferencias se deben a variaciones en los niveles del mRNA CHIT42 que contienen
las plantas transgénicas de los dos tipos, siendo los de las plantas CHIT42 mucho
menores que los de las plantas psCHIT42.

Las plantas, organismos sésiles, tienen la capacidad de ajustar rapidamente la
expresion génica frente al medio cambiante. La regulacién de la estabilidad del RNA les
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proporciona un potente mecanismo para conseguir esta versatilidad (Abler y Green,
1996).

La estabilidad de los mensajeros se debe a muy diversos factores. Existen RNAs
sometidos a una especial regulacién durante el desarrollo de la planta. Esta regulacion estd
determinada, en muchos casos, por elementos que controlan la eficacia de traduccién, asi
como la estabilidad de los mensajeros correspondientes. La embriogénesis y la
germinacién, la luz, algunas hormonas y el envejecimiento controlan la expresién de
factores que reconocen elementos en cis de los transcritos regulados por el programa de
desarrollo (revisado por Gallie, 1993 y por Abler y Green, 1996). Otros estreses, como
el choque térmico, el tratamiento con elicitors, la hipoxia, heridas o el déficit de agua o
nutrientes, tienen también efecto sobre la estabilidad de ciertos mensajeros.

Sin embargo, no sélo los elementos en frans inducidos por algunas de las
condiciones anteriormente citadas son capaces de influir en la estabilidad de los
mensajeros. Se ha descrito una serie de elementos que actdan en cis sobre la estabilidad
de los transcritos. Puesto que las diferencias entre las plantas CHIT42 y psCHIT42 se
mantienen en toda la planta, suponemos que se deben principalmente a estos ultimos
elementos, que se analizan a continuacién.

La estructura 5° “cap” y la cola de poli-A protegen al RNA frente a la accién de
ribonucleasas y posibilitan la traduccidn de los transcritos, siendo la dependencia de estos
dos elementos mucho mds acusada en los genes vegetales que en los animales (revisado
por Gallie, 1993 y por Abler y Green, 1996). Mientras que el efecto del “cap” y el poli-A
en la estabilidad de los transcritos es aditiva (Abler y Green, 1996), su efecto en la
eficacia de traduccién de los transcritos es sinérgica (revisado por Gallie, 1996). En
numerosas ocasiones se ha encontrado una fuerte dependencia entre la eficacia de
traduccion y la estabilidad de los mensajeros. Es el caso de un inhibidor de la tripsina de
soja y de la fitohemaglutinina de judia, cuyas mutaciones de terminacién prematura no
alteran la eficacia de traduccién del mensajero correspondiente, pero si la acumulacién del
mismo (Jofuku et al., 1989; Voelker er al., 1990). Se ha propuesto que este hecho se
debe a la activacién de RNasas asociadas a los ribosomas, o bien que las zonas del RNA
desprovistas de ribosomas presenten una mayor sensibilidad a RNasas nucleares o
citoplasmaticas (revisado por Green, 1993). El contexto del codén de iniciacién juega un
papel importante en este aspecto. En plantas, se ha encontrado que el contexto éptimo es
UAAACAAUGGCU, del cual las posiciones -3 y, sobre todo, +4 (sefialadas en negrita)
son criticas (revisado por Gallie, 1993, y por Koziel ef al., 1996).

Se han identificado elementos en cis estabilizadores e inestabilizadores en los
mRNA, que funcionarian, respectivamente, como secuencias diana para RNasas y como
sitios de unidn para factores protectores de la degradacién. La estructura de la zona 5’ no
codificante juega un cierto papel en la estabilidad del mensajero, siendo dichas regiones
ricas en A+T en la mayoria de los genes nucleares vegetales estudiados (Koziel er al.,
1996). Zonas ricas en A+T de la zona 5’ no codificante del gen de la B-faseolina son
capaces de aumentar la expresion del gen GUS en plantas transgénicas de tabaco (Bustos
et al., 1989). La zona 5’ no traducida del gen Em de trigo contiene unos elementos
PuCAGCPy cuya repeticién aumenta la expresién del gen GUS en plantas transgénicas
(Marcotte et al., 1989).
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Sin embargo, las secuencias mds determinantes de la inestabilidad de los
mensajeros de plantas se han encontrado en la zona 3’ no traducible de los genes.
Deleciones en la zona 3’ no codificante del gen crylA(b) de B. thurigiensis aumentan la
expresién de dicho gen en plantas transgénicas (Murray ez al., 1991). La introduccién de
repeticiones del elemento ATTTA en la zona 3’ no codificante de genes informadores los
dirigen hacia una rapida degradacién de los transcritos correspondientes (Green, 1993;
revisado por Abler y Green, 1996). Esta secuencia se han encontrado, en una sola copia o
repetida varias veces, en la zona 3’ no codificante de otros genes vegetales, y en varias
ocasiones se ha demostrado que actia como elemento de inestabilidad, determinando la
degradacion del mRNA por RNasas (Takahashki y Nagata, 1992).

Otras secuencias determinantes de inestabilidad de los mensajeros de plantas se
han encontrado en las regiones 3’ no codificantes de los genes SAUR (“Small Auxin Up
RNA”). Estos RNAs se encuentran entre los mds inestables de las plantas, y se ha
observado que su secuencia 3’ no codificante determina esta inestabilidad. En la secuencia
3" no codificante de estos genes se encuentra un elemento muy conservado, denominado
DST (DownSTream). La secuencia consenso de los elementos DST de los diversos genes
SAUR consta de tres dominios, dos de los cuales estin especialmente conservados:
cATAGATtay A/CAA/TTttGTA. Se ha observado que al incluir dos elementos DST en la
zona 3" no codificante de genes informadores, la estabilidad de los transcritos

correspondientes en células de tabaco transformadas decae rapidamente (Newman et al.,
1993).

En lafigura 55 se esquematizan los elementos estabilizadores y desestabilizadores
de mRNA contenidos en las secuencias 5’ y 3’ no codificantes de las construcciones
CHIT42 y psCHIT42. Si bien no se han encontrado secuencias canénicas ATTTA en el
3’ no codificante, secuencias muy parecidas, repetidas 3-4 veces, estdn presentes en la
construccién CHIT42 y no en la psCHIT42. Por otra parte, tampoco se encuentra la
secuencia DST canénica, aunque los elementos segundo y tercero del mismo estin
presentes en la secuencia 3’ no codificante de la construccién CHIT42.

Es posible que la presencia de las repeticiones ATTTA y los elementos distales de
la secuencia DST en las plantas transgénicas CHIT42, unida al efecto de los elementos
estabilizadores del RNA de la zona 5’ no codificante de la construccién psCHIT42,
procedente del cDNA vegetal pTE 28.1, sean responsables de las diferencias observadas
en la acumulacién del mensajero CHIT42 entre las plantas CHIT42 y las plantas
psCHIT42.
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(A)

pTE 28.1

5" qGCACGAGATITTCTCTCCACTAAACCTAAAGAAAAATG GGG 3'
M G

CHIT42

5’ CGTTGCTGTCGAGCTTGAACAATCTACCAACATCACAAGCAATTCACCATGTIG 3'
M L

Secuencia consenso de estabilizacion de mRNA en 5':|[PuCACGP
£
Secuencia consenso de comienzo de proteinas: TAA ACA ATG GCT

Sitios ricos en A+T en el §'
(B)

§' CTGAACTAGGCTGCCTGTTITGAGGCGCCTTATGGACATTGAAGTCGTCGCGGGGAAATCGT

L *
]
CTTGGAGGAGCAGGGTCATGAAGTAAAﬁATTiGiiTEAATACCTGTACATAGCCACATTAGC

ATATAGATGCATGAATAGTATCTGEGTTTATTATﬂAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3!

Secuencia consenso de inestabilidad en el 3':]ATTTA
Secuencia de corte de la enzima Sspl: AAT'ATT

Secuencia consenso del elemento DST: GGA N, cATAGATta N, , A/cAA/TTttGTAc

Figura 55. Andlisis de las secuencias 5’ y 3’ no codificantes de las construcciones
CHIT42 y psCHIT42. (A). Elementos estabilizadores del mRNA en la zona 5’ no
codificante de las construcciones CHIT42 y psCHIT42. (B). Elementos desestabilizadores
del mRNA en la zona 3’ no codificante del cDNA CHIT42. La construccion CHIT42 porta
toda la secuencia, mientras que en la construcciéon psCHIT42 la secuencia contenida entre la
diana Sspl y el final (poliA) esta ausente.
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