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Resumen

Las modificaciones de la cromatina y su rol en la percepcién de las senales
externas en Trichoderma atroviride

Las enzimas que modifican la cromatina modulan las respuestas a las senales
ambientales de los organismos a través de la reprogramacion de la transcripcion
génica. Sin embargo, elementos adicionales en el contexto de la cromatina que
integren la via de la regulacién a los estimulos de estrés no se han identificado.
En el presente trabajo, evaluamos la funcion de HDA-2 y SET-5 en la respuesta a
la luz azul y al estrés oxidante en T. atroviride. Las mutantes Ahda-2 presentaron
un crecimiento lento, ausencia de conidiacidn y bajos niveles de expresion del gen
con-1. En cambio, la cepa Asetf-5 mostr6 una mayor conidiacion y la rapida
expresion de con-1y hymA en respuesta a la luz azul. La transcripcién de hda-2
inducida por la luz fue dependiente de la proteina BLR-1, mientras que HDA-2 es
esencial para la transcripcidén de los genes responsivos a la luz, que incluyen a blir-
1y -2 (Blue Light Regulator-1 y -2). En la presencia de estrés oxidante, las
mutantes Ahda-2 mostraron un fenotipo sensible, mientras que las cepas Aset-5y
Ablr exhibieron un fenotipo opuesto. Estos resultados fueron consistentes con la
induccion de los genes relacionados a EORs en la cepas wt, Aset-5 y Ablrs, y su
baja expresion en Ahda-2. De manera interesante, los niveles de la acetilacion en
los promotores de los genes cat-3 y gst-1 depende HDA-2 y de las proteinas BLR.
Nuestros resultados sugieren la dependencia mutua de HDA-2 y los reguladores
BLR para regular la transcripcién génica en respuesta a la luz azul y al estrés
oxidante. Por otra parte, La maquinaria de la biogénesis de los sRNAs de T.
atroviride se han visto implicados en el desarrollo del hongo. Nuestros resultados
indican que los genes dcr y ago, son regulados por la luz azul. Sin embargo, la
ausencia de la acetiltransferasa de histonas TGF-1 desregula la expresion de
estos genes. Estos datos sugieren que TGF-1 regula positivamente la expresion
de los genes dcr y ago debido a que esta proteina regularmente actua como
coactivador de la transcripcion.

Palabras clave. Trichoderma, Luz azul, Estrés oxidante, Proteinas BLR, Dicer,
Argonauta, Acetiltransferasa de histonas, Metiltransferasa de histonas, Gcnbp,
NGF-1,, Desacetilasas de histonas, HDA-2, Hos2p.



Abstract

Role of chromatin modifications in the perception of external cues in
Trichoderma atroviride

Fungal blue-light photoreceptors have been proposed as integrators of light and
oxidative stress. However, additional elements participating in the integrative
pathway remain to be identified. In Trichoderma atroviride, the blue-light Regulator
(BLR) proteins BLR-1 and -2 are known to regulate gene transcription, mycelial
growth and asexual development upon illumination. Here, we evaluate the role of
HDA-2 and SET-5 in the regulation of genes responsive to light and oxidative
stress by assessing responses to stimuli in wild-type, Ahda-2 and Aset-5 strains.
Ahda-2 strains present reduced growth, misregulation of the con-1 gene and
absence of conidia in response to light and mechanical injury. Furthermore, Aset-5
showed more conidiation induced by blue light and early induction of con-71 and
hymA genes. We found that the expression of hda-2 is BLR-1 dependent and
HDA-2 in turn is essential for the transcription of light-responsive genes that
include bIr-1 and bir-2. When subject to reactive oxygen species (ROS), Ahda-2
mutants displayed high sensitivity whereas Aset-5 and Ablr strains exhibited the
opposite phenotype. Consistently, in the presence of ROS, ROS-related genes
show high transcription levels in wild-type, Aset-5 and Ablr strains but
misregulation in Ahda-2. Finally, chromatin immunoprecipitations of histone H3
acetylated at Lys9/Lys14 on cat-3 and gst-1 promoters display low accumulation of
H3K9K14ac in Ablr and Ahda-2 strains. Our results point to a mutual dependence
between HDA-2 and BLR and reveal the role of these proteins in an intricate gene-
regulation landscape in response to blue light and ROS. Moreover, the biogenesis
machinery components of small RNAs from T. atroviride regulate fungal
development. Here we showed that expression of dcr and ago genes increased
after a brief pulse of blue light in T. atroviride wild type, whereas it dropped in a
Atgf-1 background, whose product codes for a histone acetyltransferase. These
data suggest that TGF-1 acts as positive regulator of dcr and ago transcription,
similarly to TGF-1 orthologs have been described as transcription coactivators.

Key words. Trichoderma, blue light, oxidative stress, BLR proteins, histone

acetylation, Gen5p, NGF-1, histone deacetylases, HDA-2, Hos2p, dicer, argonaute,
histone methyltransferase.
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Introduccion

1. La biologia de Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma son hongos filamentosos que habitan en
una gran variedad de ecosistemas, ya que son capaces de colonizar la materia
organica en descomposicion, madera caida, toleran condiciones extremas de
temperatura, salinidad y pH, entre otras (Druzhinina et al., 2012; Hermosa et al.,
2013; Nicolas et al., 2014). Algunas especies de Trichoderma se utilizan como
agentes de control bioldgico, debido a que mejoran la salud de las plantas al
inhibir a los patégenos a través de su capacidad micoparasitica, la produccion de
enzimas liticas que degradan la pared celular, la produccién de antibidticos, la
secrecion de metabolitos secundarios, la competencia por los nutrientes de la
rizosfera, la estimulacién del crecimiento y la induccién de la resistencia sistémica
(Brotman, Kapuganti, and Viterbo 2010; Viterbo and Horwitz 2010; Druzhinina et
al. 2011). La esporulacion asexual (conidiacion) es el principal mecanismo de
supervivencia y de dispersion de Trichoderma. Este tipo de reproduccion consiste
en la diferenciacion de las hifas hialinas que culmina con el desarrollo de las
conidias que se caracterizan por su forma ovoide con pigmentacién verde y con
nucleo haploide (Rosen et al., 1974).

2. Los factores que inducen la conidiacion en Trichoderma atroviride
2.1.Laluz

Los organismos estan constantemente expuestos a diversos cambios ambientales
que afectan su supervivencia y proliferaciéon, por lo cual han desarrollado
mecanismos para detectar, adaptarse, ubicar su entorno y responder de manera
especifica a cada uno de los estimulos. La luz es un factor abidtico que causa
efectos cruciales en la fisiologia y comportamiento de los organismos. En los
hongos, la luz regula la reproduccién asexual y sexual, el fototropismo, la sintesis
de pigmentos y el ritmo circadiano (Rodriguez-Romero et al., 2010; Casas-Flores
and Herrera-Estrella, 2013). Trichoderma atroviride se utiliza como organismo
modelo para investigar los mecanismos de la percepcion de la luz. En la oscuridad
y con los nutrientes ilimitados en el medio, T. atroviride crece como micelio hialino
(Figura 1a), mientras que la aplicacion de un pulso de luz azul lleva a la formacion
de un anillo de conidias, exclusivamente, en la periferia de la colonia donde se
aplicé el estimulo (Figura 1b) (Gressel and Galun, 1967; Horwitz et al., 1985;
Betina, 1995) . De manera distinta a los anillos concéntricos de conidias formados
con 12 h de ciclos de luz/oscuridad (Figura 1¢) o después de un pulso de luz azul,
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las cepas expuestas a la luz de manera constante conidian en toda la colonia
(Figura 1d) (Horwitz, Perlman and Gressel, 1990; Betina, 1995; Steyaert, Weld
and Stewart, 2010a, 2010b).

Figura 1. Fotoconidiacion de Trichoderma atroviride. Las fotografias muestran la
formacion de las conidias en las cepas silvestre como respuesta a la luz. a)
Crecimiento de una colonia en la oscuridad con abundante micelio hialino. b) Anillo de
conidiacion formado 48 h después de recibir un pulso de luz azul (5 min). c)
Conidiacién de una colonia expuesta a ciclos de 12 h luz/oscuridad por 96 h. d)
Conidiacién en toda la colonia inducida por la exposicién a la luz constante (Esta ultima
foto, tomada y modificada de (Carreras-Villasefor, 2013).

El proceso de la formacion de las conidias ocurre alrededor de 24 h después del
pulso de luz y consiste de 5 etapas: (a) las hifas aéreas se forman a las 4 h; (b) se
diferencian a conidiéforos 9 h después del estimulo; (c) el desarrollo de las fialides
(Estructuras dispuestas en el apice de los conidioforos, sobre la cual se originan
las conidias) inicia a las 12 h; (d) la formacién de conidias ocurre a las 16 h, (e)
finalmente, 24 h después del pulso se observan conidias maduras (Figura 2)
(Horwitz, Perlman and Gressel, 1990; Betina, 1995; Steyaert, Weld and Stewart,
2010a, 2010b). Adicionalmente, se han reportado otras respuestas fisioldgicas y
moleculares activadas por la luz, que incluyen: el incremento en los niveles de
AMPc, cambios en los patrones de la fosforilacion de las proteinas (Gresik,
Kolarova and Farkas, 1988), el incremento en la actividad de la adenilil ciclasa,
cambios en el potencial de la membrana (Horwitz et al., 1984), variacion en la
concentracion de ATP (Gresik, Kolarova and Farkas, 1988; Tamova, Farka$ and
Betina, 1995) y en la transcripcion génica (Rosales-Saavedra et al., 2006).
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2.1.2. Los reguladores de la luz azul, BLR-1 y BLR-2

Estudios genéticos moleculares, bioquimicos y fotobioldgicos revelaron la
participacion de sistemas de percepcion que regulan la respuesta a la luz en T.
atroviride (Berrocal-Tito et al., 2000; Rocha-Ramirez et al., 2002; Casas-Flores et
al., 2006). Las proteinas Blue Light Regulator -1 (BLR-1) y -2 (BLR-2), ortélogas a
White Collar-1 (WC-1) y White Collar-2 (WC-2) de Neurospora crassa, se
identificaron y se caracterizaron en T. atroviride (Casas-Flores et al., 2004). Ambas
proteinas presentan dominios PAS (Per-Arnt_sim) importantes para las
interacciones proteina-proteina, y dominios de unién a DNA tipo dedo de Zn que
les confiere un rol de factores de transcripcion (Figura 3) (Casas-Flores et al.,
2004). Uno de los dominios PAS presentes en BLR-1 es un dominio especializado
en detectar Luz, Oxigeno y Voltaje (LOV), y contiene los residuos de aminoacidos
necesarios para unir un cromoéforo de flavina (Figura 3), por lo cual se considera a
BLR-1 como el fotorreceptor de la luz azul en conjunto con BLR-2 (Casas-Flores
et al., 2004). Adicionalmente, en la proteina BLR-2 se identific6 un dominio
putativo para la unién a desacetilasas de histonas (HDACs) (Figura 3; (Schmoll,
Esquivel-Naranjo and Herrera-Estrella, 2010).

Figura 2. La diferenciaciéon de las hifas durante el proceso de conidiogénesis de
Trichoderma spp., en respuesta a la luz. El proceso de la diferenciacién de las hifas
y el desarrollo de las conidias ocurre 24 h después de recibir el pulso de luz azul, y se
observan las siguientes etapas; a) La formacién de las hifas aereas, b) El desarrollo de
los conidioforos de las hifas aereas, ¢) La formacién de las fidlides sobre los
conidioforos, d) Se observa la produccién de las conidias, e) Ocurre la maduracion de
las conidias. Tomada y modificada de (Steyaert et al., 2010).
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Figura 3. Estructura de las proteinas BLR-1 y BLR-2 de T. atroviride. LOV,
Dominio sensorial de unién a cromoéforo FAD, PAS; Dominios de interaccion entre
proteinas, NLS; Dominio de localizacion nuclear, ZnF; Dominios de unién a DNA tipo
dedo de Zinc, Unién-HDAC; Dominio putativo de unién para una desacetilasa de
histonas (Tomada y modificada de (Schmoll, Esquivel-Naranjo and Herrera-Estrella,
2010)).

Las mutantes Abir-1y Abir-2 de T. atroviride pierden la capacidad de conidiar y su
fenotipo es equivalente al de la cepa silvestre crecida en la oscuridad (Casas-
Flores et al., 2004). El crecimiento micelial y la transcripcion de los genes
responsivos a la luz, también se afectaron negativamente con la delecién de los
genes bir-1 y -2 g (Casas-Flores et al., 2004; Rosales-Saavedra et al., 2006). Se
ha postulado que los genes responsivos a la luz podrian ser parte de la via de
activacion de la fotoconidiacion. Sin embargo, el silenciamiento a través de la
expresion del cDNA de los genes blu en orientacion antisentido no suprimié la
conidiacién inducida por la luz en T. atroviride (Esquivel-Naranjo, 2007). Datos
recientes indican que el gen blu7, el cual codifica para un factor de transcripcion
putativo tipo dedo de zinc C2H2, regula la sensibilidad a la luz debido a que se
encontré una reduccién en la cantidad de conidias formadas en una mutante
Ablu7 (Rosales-Saavedra et al., 2006; Cetz-Chel et al., 2016).

2.2. El daino mecanico y la limitacion de nutrientes
Se ha demostrado que el dafio mecanico y la limitacion de nutrientes (carbono,
nitrégeno y fosfato), también, inducen la conidiacion en T. atroviride (Casas-Flores
et al., 2004; Steyaert, Weld and Stewart, 2010a; Hernandez-Onate et al., 2012;
Osorio-Concepcion, Casas-Flores and Cortés-Penagos, 2013). Los dominios PAS
que pertenecen al subgrupo de dominios LOV que unen un croméforo de flavina,
similar a uno de los dominios identificados en la proteina BLR-1, funcionan como
modulos de sefalizacion debido a que detectan senales intra- y extracelulares
tales como el oxigeno, cambios en el potencial redox y la luz (Taylor and Zhulin,
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1998). Durante la caracterizacion de las mutantes Ablr-1 y -2, se descubrié que el
dafio al micelio activa la conidiacion, unicamente en el sitio dafiado (Casas-Flores
et al., 2004). Analisis transcriptomicos en respuesta al dafno mecanico mostraron
la induccion y la represion de 522 y 411 genes, respectivamente (Hernandez-
Onate et al., 2012). La mayoria de los genes inducidos codifican para proteinas
involucradas en el estrés oxidante, el balance redox, la senalizacion, el transporte
de calcio, la respuesta al estrés, el ciclo celular y la sintesis de oxilipinas. En
cambio, los genes que se reprimen estan relacionados a procesos del
metabolismo, la transcripcion, y en la neutralizacion de las especies de oxigeno
reactivas (EORs) (Hernandez-Onate et al., 2012). Notablemente, la adicién de
agentes antioxidantes suprime la conidiacion por dafio mecanico, lo cual establece
el vinculo entre el estrés oxidante y la esporulacion asexual en T. atroviride
(Hernandez-Onate et al., 2012). Se ha reportados en los hongos que las proteinas
G heterotriméricas, las proteinas cinasas A dependiente de AMP ciclico (CAMP-
PKA) y las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) constituyen los
reguladores moleculares de la activacion de vias de sefializacion para la respuesta
apropiada a las sefales ambientales (Bahn et al., 2007).

3. Las especies de oxigeno reactivas (EORs)

Los organismos aerobios utilizan el oxigeno molecular (O.) como el ultimo aceptor
de electrones durante la respiracion mitocondrial para la sintesis de adenosin
trifosfato (ATP) (Heller and Tudzynski, 2011). A pesar de que el oxigeno es
importante para la respiracion celular, éste llega a ser toxico debido a la formacién
de EORs. La transferencia de energia al oxigeno produce el oxigeno singulete
('O2), mientras que la reduccion parcial secuencial por la transferencia de
electrones al oxigeno forma el superdxido (O?%), peréxido de hidrégeno (H.0,) vy el
radical hidroxilo (OH") (Heller and Tudzynski, 2011). Estas especies reactivas
causan dafio celular debido a que oxidan a las proteinas, a los lipidos y a los
acidos nucleicos (Reinheckel et al., 1998; Neill et al., 2002). Sin embargo, las
EORs regulan la diferenciacion celular en los organismos eucariotas a través de
las modificaciones redox de las proteinas regulatorias, tales como las MAPKs, las
proteinas G, las proteinas Ras, las proteinas tirosina fosfatasas (PTPs) y los
factores de transcripcion (Delaunay et al., 2002; Adachi et al., 2004; Veal et al.,
2004). En los hongos, las NADPH oxidasas (NOX), son las principales
generadoras de EORs intracelular para regular diversos procesos celulares
(Finkel, 2003; Foreman et al., 2003). Las enzimas NOX catalizan la reduccion del
oxigeno molecular en una reaccion con NADPH para formar el superéxido y H,0,
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(peroxido de hidrogeno) (Bedard and Krause, 2007). La naturaleza difusible de las
EORs, les confiere un caracter de segundos mensajeros para activar las vias de
sefalizacion (Takemoto, Tanaka and Scott, 2007). T. atroviride presenta tres genes
nox, dos codifican para las subunidades cataliticas (nox-1 y -2), mientras que el
tercer gen codifica para la subunidad regulatoria (nox-R). Las mutantes Anox-1y
Anox-R no formaron conidias después del dano mecanico, mientras que la
delecién de nox2 no afectd la conidiacién (Hernandez-Onfiate et al., 2012). Estos
resultados resaltan la importancia del estado oxidante intracelular inducido por la
actividad de las NADPH oxidasas para el desarrollo de los hongos.

4. La estructura y la funcion de la cromatina

La cromatina es un complejo de DNA y proteinas histonas, cuya unidad
fundamental es el nucleosoma; constituido por un octamero de histonas con dos
copias de las proteinas H2A, H2B, H3, H4, y por 146 pares de bases (pb) de DNA
alrededor de éstas (Kornberg and Lorch, 1999; Wu and Grunstein, 2000). Las
histonas presentan colas amino terminales que son susceptibles a modificaciones
quimicas postraduccionales. Estas modificaciones afectan la estructura de la
cromatina que conduce ya sea a un estado relajado (Eucromatina) asociado con la
activacion de la transcripcion geénica, o bien a un estado condensado
(Heterocromatina) que se relaciona con la represion (Berger, 2007; Turner, 2007).
Las principales modificaciones en la cromatina son: la metilacion, la acetilacion y
la desacetilacion. Las modificaciones mencionadas, son catalizadas por las
metiltransferasas de histonas (HMTs), las acetiltransferasas de histonas (HATs) y
las desacetilasas de histonas (HDACs), respectivamente, sobre los residuos de
lisina, arginina, serina y treonina (Zhang et al., 2007). Se ha propuesto, que el
estado transcripcional en eucariontes se regula por un cédigo de histonas, la cual
consiste en un patron de las modificaciones de las histonas en los diferentes
residuos (Jenuwein and Allis, 2001).

4.1. Las metiltransferasas de histonas (HMTs)
La mayoria de las HMTs contienen un dominio SET conservado (Su (var) 3-9,
Enhancer of zeste, Thritorax domain) importante para la metilacion de las lisinas
(Tschiersch et al., 1994; Xhemalce et al., 2011). Las HKMTs y las PRMTs
transfieren un grupo metilo a las lisinas y argininas de las histonas H3 y/o H4,
respectivamente, de S-adenosil-L-metionina (AdoMet) (Figura 4a y b). Las lisinas
pueden ser mono-, di- y tri-metiladas, mientras que las argininas son mono- y di-
metiladas de manera simétrica o asimétrica. La eliminacion de los grupos metilo
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puede ser mediada por desmetilasas de histonas que contienen un dominio JmjC
(JHDMs) y/o LSD1 (Figura 4a y b). LSD, exclusivamente, elimina mono o
trimetilaciones, mientras JHDMs remueve los tres estados de metilacién (Barski et
al., 2007; Heintzman et al., 2009). A diferencia de la acetilacion, la metilacion no
altera la carga de las histonas, pero funciona como marcas para la unién de
(Musselman et al.,, 2012) proteinas lectoras que reconocen los estados de
metilacion definidos (Musselman et al., 2012). Por ejemplo, la trimetilacién de la
histona H3 en la lisina K4 y lisina 36 (H3K4me3, H3K36me3) se asocia con la
activacién de la transcripcidén, mientras que la trimetilacion en la H3K9, H3K27 y
H4K20 ejerce un efecto opuesto (Barski et al., 2007). En T. atroviride se
identificaron 15 HKMTs; DIM5/CLR4 (TA_131894), SET1 (TA_171650), SET2
(TA 241288, TA _138765), ASH-1 (TA 276289), SET3/SET4 (TA 226045), SET5
(TA_86045, TA 286297, TA_ 183670, TA 94162), SET9 (TA_295421, TA 79382),
En(z) (TA_171932), SMYD (TA 79702, TA 29913). De las cuales 4 son ortélogos
a Setbp de S. cerevisiae (Schmoll et al., 2016). Adicionalmente, presenta en su
genoma cada una de las PRMTs descritas (PRMT1[TA 243745], PRMT3
[TA_164996], PRMT5 [TA_295253]) (Schmoll et al., 2016).
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Figura 4. Enzimas modificadoras de la cromatina. Las HKMTs (a) y las PRMTs (b)
afiaden un grupo metilo a las histonas H3 y/o H4, respectivamente, de S-adenosil-L-
metionina (AdoMet). La eliminacion de los grupos metilo puede ser mediada por las
desmetilasas de histonas que contienen un dominio JmjC (JHDMs) y/o LSD1. ¢) Las
acetiltransferasas de histonas (HATSs) transfieren un grupo acetilo de acetil CoA a los
residuos de lisinas de las histonas H3 y H4. ¢) Las HDACs remueven los grupos
acetilo de las lisinas de la histona H3 o H4, (Tomada y modificada de (Schmoll et al.,
2016).

4.1.1. La metilaciéon y su papel en la respuesta a las sefales externas
En N. crassa las mutantes Adim-5 y Aset-1 presentaron mayor expresion de frq.
Adicionalmente, las cepas Adim-5 mostraron una mayor conidiaciéon, mientras que
la ausencia de SET-1 afect6 la ritmicidad de la formacion de conidias (Raduwan,
Isola and Belden, 2013; Ruesch et al., 2015). De manera interesante, la unién de
White Collar-2 en el promotor frg permanece por mas tiempos en las mutante
Adim-5'y Aset-1, lo cual sugiere un estado relajado de la cromatina. La funcién de
SET-5 y SET1 es importante para modular la respuesta circadiana y a la luz a
través de la compactacion de la cromatina (Raduwan, Isola and Belden, 2013).
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4.2. Las acetiltransferasas de histonas (HATS)

Las HATs utilizan acetil coenzima A para transferir un grupo acetilo a los residuos
de lisina de las histonas (Figura 4c) (Kolle et al., 1998). Se ha postulado que la
acetilacion neutraliza la carga positiva de las lisinas para debilitar las interacciones
entre las histonas y el DNA (Workman and Kingston, 1998). Este tipo de
modificacion, generalmente, conlleva a la activacién de la transcripcidon génica, por
lo tanto, las HATs son consideradas como coactivadores de la transcripcion
(Fletcher and Hansen, 1996; Workman and Kingston, 1998). Las HATs se dividen
en dos clases: las de tipo Ay B (Brownell et al., 1996)(. Las de tipo A se localizan
en el nucleo, e interactian con complejos multiproteinas y son una familia mas
diversa de enzimas que las tipo B (Parthun, 2012). Sin embargo, se pueden dividir
en tres grupos en funcion de la estructura conformacional y la homologia a nivel
de secuencia de aminoacidos: la familia GNAT, la MYST, y CBP/300
(Hodawadekar and Marmorstein, 2007). Generalmente este tipo de HATs acetilan
las histonas de la cromatina. En T. atroviride se han identificado los ortélogos de
HATs de la familia GNAT y MYST, que incluyen: HAT1 (, TA 295148), GCN5
(TA_47901), ELP3 (TA_156760), Spt10p (TA_222395), Sas3 (TA_275394), Esa1
(TA _263693), Sas2 (TA 222668) (Schmoll et al., 2016). Las HATs de tipo B son
citoplasmicas y acetilan a las histonas libres recién sintetizadas, pero no a
aquellas incorporadas en la cromatina (Parthun, 2007). T. atroviride contiene solo
una HATs de tipo B; Rtt109p (TA_278283) (Schmoll et al., 2016).

4.2.1. La influencia de la acetilacién en la transcripcién génica
La proteina p55 de Tretahymena thermophila fue la primera proteina identificada
con actividad HAT tipo A y es ortdloga a la proteina Gen5 (General control
nonderepressible-5) de S. cerevisiae (Georgakopoulos and Thireos, 1992;
Brownell et al., 1996). Varios estudios en N. crassa han demostrado que la
acetilacion transitoria de la histona H3 en el promotor del gen al-3 induce su
expresion dependiente del fotoreceptor WC-1 en respuesta a un pulso de luz azul
(Grimaldi et al., 2006). Las cepas con una mutacion el gen que codifica para H3
(hH3K14Q) presentaron una disminucion en los niveles de expresién de al-3 en
respuesta a la luz, similar a la mutante Awc-1 (Grimaldi et al., 2006). En este
mismo trabajo, la mutaciéon de ngf-1 (gcn five -1) en N. crassa, ortélogo a GCN5
de S. cerevisiae, resulté una cepa sin acetilacidon de la histona H3K4 y afectada en
la fotoinduccién (Grimaldi et al., 2006). Las mutantes ngf-1""" and Awc-1
mostraron una reduccion en los niveles de acetilacion de H3K14 (Brenna et al.,
2012). Se ha descrito que la NGF-1 interactua fisicamente con la proteina WC-1
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para ejercer su actividad de HAT y regular la fotorespuesta en N. crassa (Brenna
et al., 2012). De manera interesante, el complejo NGF-1/WC-1 se forma en la
oscuridad, pero solo después del pulso de luz acetila a las histonas.
Probablemente, el estimulo luminoso induce cambios conformacionales en el
dominio LOV de WC-1 y posiciona a NFG-1 en los nucleosomas (Crosson and
Moffat, 2002). La delecion de GCNS en T. reesei causd un crecimiento lento,
cambios morfoldgicos y sin conidiacion. La acetilacién de la histona H3K9/14 en el
promotor de los genes que codifican para celulasas en T. reesei disminuy6
drasticamente, al igual que su transcripcion, debido a la delecién de la HAT
TrGCNS5 (Xin et al., 2013).

4.3. Las desacetilasas de histonas (HDACs)

Las enzimas HDACs remueven el grupo acetilo de las histonas (Figura 4c) para
restaurar la carga positiva de las lisinas y favorecer la compactacién de la
cromatina, por lo cual se consideran como correpresores de la transcripcion
génica (Finnin et al., 1999; Berger, 2007). Los residuos blanco de las proteinas
HDAC son las lisinas 9, 14, 18 de la H3, y lisinas 8, 12, 16, 20 de la H4 (Fierz and
Muir, 2012). Las HDACs se clasifican en tres grupos: 1) la familia HDAC clasica
que se divide en clase | y Il, 2) la familia de sirtuinas, 3) la familia HD especifica de
las plantas (Pandey et al., 2002). Las HDACs clase | estan relacionadas al
regulador transcripcional RPD3 (reduced potassium dependency-3) de S.
cerevisiae, mientras que las de clase |l comparten homologia con la HDA1
(histone deacetylase 1), identificada en levaduras (Fischle et al., 2002). Nuestro
modelo de estudio, T. atroviride contiene HDACs clasicas (tipo RPD3/HDA1):
RPD3 (TA _163610), HDA1 (TA 39952), HDA-2 (TA 212638), y HOS-B
(TA_161985) (Schmoll et al., 2016). También se encontraron en T. atroviride
HDACs de la familia de las Sirtuinas, homdélogas a la proteina reguladora de la
informacion silenciosa 2 de S. cerevisiae (Sir2, por sus siglas en inglés): HST1
(TA_51699), HST2 (TA_166209), HST3 (TA_215446), HST5 (299367), y HST6
(TA_81752) (Schmoll et al., 2016).
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4.3.1. La desacetilaciéon y su papel en la transcripcién génica

En los hongos, la acetilacion y la desacetilacion se asocian con diversos procesos
tales como los factores de patogenicidad, la respuesta al estrés, el metabolismo
secundario, el crecimiento micelial y la conidiacidon. En el patégeno Cochliobolus
carbonum, la delecion del gen HDC1, ortdlogo a HOSZ2 de S. cerevisiae afectd
negativamente la virulencia, la expresion de los genes que codifican para enzimas
que degradan la pared celular y la morfologia de las conidias (Baidyaroy et al.,
2001). Se ha demostrado en S. cerevisiae, que las HDACs Rpd3 se requieren
para la activacion y la represion de la transcripcion, a través de su interaccion con
complejos de preiniciacion de la transcripcién (Sharma et al., 2007). En el 2002,
(Wang, Kurdistani and Grunstein, 2002)., se demostré que Hos2 se une a las
regiones codificantes de genes para su activacion a través de la desacetilacion de
las lisinas de las histonas H3 y H4. En este sentido, el complejo corepresor Tup1
recluta a las HDACs para la desacetilacion de los nucleosomas y promueve la
interaccion histonas-Tup1 para la regulacion génica en levaduras (Watson et al.,
2000). En el hongo fitopatdégeno Magnaporthe Oryzae, las ausencia de la HDAc
HOS2 y/o otros componentes del complejo corepresor transcripcional, tales como
Tig1, Set3 y Snt1, disminuyd el crecimiento invasivo a las plantas de arroz, la
formacién de conidias y la resistencia al estrés (Ding et al., 2010). Estudios acerca
de la exposicion de células epiteliales a estrés oxidante revelaron una alta
actividad de las HDACs clasel/ll, lo cual sugiere que el estrés oxidante modifica
transitoriamente la estructura de la cromatina a través de la modulacién de la
actividad de las enzimas HDACs (Niu et al., 2015).

5. RNA de interferencia (RNAi)

Se ha descrito un nuevo mecanismo de regulacién de la expresidén génica a nivel
postranscripcional y transcripcional conocido como RNA de interferencia (RNAI),
donde los principales efectores son moléculas de RNA no codificantes pequefias
(sRNAs) y largas (IncRNAs) (Lee, Feinbaum and Ambros, 1993; Hombach and
Kretz, 2016). A partir del descubrimiento del sRNA lin-4 en el nematodo
Caenorhabditis elegans, se han identificado diferentes clases de sRNAs no
codificantes en las plantas, las moscas y los mamiferos. Por la estructura
precursora, la biogénesis y el modo de accién, los sRNAs se clasifican
generalmente en tres categorias: microRNAs (miRNAs), RNAs pequefos
interferentes (siRNAs) y RNAs asociados a piwi (piRNAs) (Farazi, Juranek and
Tuschl, 2008; Siomi et al., 2011; Jiang, Wei and Li, 2012). La categoria miRNA son
de origen enddgeno, derivada de precursores de RNA plegados sobre si mismos
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con estructuras tipo tallo-asa, y transcritos a partir de los genes miRNAs (Figura
5b).

En animales, los miRNAs son transcritos, generalmente, por la RNA polimerasa |l
como transcritos miRNA primarios (pri-miRNA) (Figura 5b). Los pri-miRNAs son
procesados por el complejo microprocesador formado por la proteina RNAsa lli
Drosha y la proteina de unién a RNA de doble cadena DGCR8 (o Pasha en
moscas) para generar el precursor miRNA (pre-miRNA) (Figura 5b). El pre-mirna
se transporta al citosol por la exportina 5 (EXP5). En el citosol, el pre-miRNA se
procesa a miRNA duplex de 21 nucledtidos, aproximadamente, por la RNAsa li
Dicer en conjunto con su cofactor TRBP o PACT (Figura 5b). La biogénesis de los
miRNAs en las plantas difiere sustancialmente de la de animales. En las plantas,
los miRNAs se producen del pri-miRNA por la RNAsa nuclear similar a Dicer-1
(DCLA1, por sus siglas en inglés) y las proteinas SERRATE (SE) e HYPONASTIC
LEAVES (HYL1) (Figura 5a). La hebra guia del miRNA duplex preferencialmente
se incorpora a una de las proteinas de la familia Argonauta (AGO) para formar el
complejo RISC (por sus siglas en inglés, RNA-Induced Silencing Complex). La
hebra pasajera del miRNA duplex, también, puede ser incorporado por alguna de
las proteinas AGO. La region semilla (seed) de los miRNAs localizada en el
extremo ' que abarca del nucledtido 2 al 8, es crucial para la complementariedad
de bases en la region 3' no traducible (3'-UTR) del mRNA y para el silenciamiento
génico (Jiang, Wei and Li, 2012; Saito et al., 2012; Hombach and Kretz, 2016). El
miRNA de cadena sencilla maduro incorporado en AGO actua como guia para la
unién del complejo RISC a los sitios complementarias, generalmente, localizadas
dentro de la region 3'-UTR del mRNA blanco. La unién del miRNA al RNAm blanco
puede ser de forma parcial y/o perfecta (Sun et al., 2010; Saito et al., 2012). La
complementariedad parcial resulta en la inhibicién de la traduccion del RNAmM
(Figura 5b), donde la proteina efectora AGO evita la formacion del complejo de
iniciacion de la traduccion (Figura 5b). Este tipo de silenciamiento génico
generalmente sucede en los mamiferos. De manera contraria, la
complementariedad de bases perfecta, generalmente en las plantas, ejerce la
degradacion del mRNA (Figura 5a). El silenciamiento génico por RNAIi parece
estar muy conservado en los organismos fungicos (Lee et al., 2010; Nicolas et al.,
2010; Jiang et al., 2012).
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Figura 5. El mecanismo de la biogénesis de los microRNAs (miRNA) y el
silenciamiento génico mediado por miRNAs en las plantas y los animales. a) En
las plantas, el pri-miRNA es procesado por la enzima DCL-1, por los cofactores SE e
HYL1 para producir el pre-miRNA. La proteina HEN1 metila cada extremo 3' del
miRNA duplex. HST transporta el miRNA duplex al citoplasma. b) En animales, los pri-
mMiRNAs transcritos por la RNA polimerasa Il son procesados por Drosha y Pasha o
DGCRS. Los pre-miRNAs exportados al citoplasma via EXPORTINA 5 (EXP5), donde
son procesados por DICER y TRBP para generar los miRNAs duplex maduros. La
hebra guia (color rojo) del miRNA duplex se incorpora en la proteina AGO. EI miRNA
guia a RISC al mRNA blanco para su degradacion, proceso observado en las plantas
(a). En animales, la proteina AGO parte del complejo RISC interactia con GW182 para
prevenir iniciacion traduccion (b). Tomada y modificada de (Kutter and Svoboda,
2008).
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Antecedentes directos

En T. atroviride, el producto del gen tgf-1 (ortélogo a GCN5 de S. cerevisiae)
parece ser importante para la acetilacion y la transcripcion de los genes de
respuesta a la luz. La delecidon de tgf-1 resulta en una cepa con un fenotipo
pleiotropico; crecimiento lento e incapacidad para y sin la producircion conidias. El
analisis de la acetilacion global en la respuesta a la luz en T. atroviride, mostro
altos niveles de acetilacién de la histona H3 30 min después de la fotoinduccion,
los cuales disminuyen después de 120 min. Los niveles de la acetilacion de la H3
correlaciona con los niveles del mMRNA de phr-1, un gen marcador de la respuesta
a la luz. Ensayos de immunoprecipitacion de la cromatina revel6é que TGF-1 esta
presente en el promotor de phr-1 en la oscuridad, y la acetilacion alcanza altos
niveles a los 30 y 120 min después del pulso de luz. Sin embargo, en Atgf-1 la alta
acetilacion de H3 desaparece completamente en el promotor de phr-1 (Uresti-
Rivera, 2013). La nula acetilacion de H3 en la cepa Atgf-1 parace estar
relacionada con la baja expresion de los genes de respuesta a la luz ( phr-1, al-3,
env-1y grg-1) en esta mutante. Los datos establecen un escenario donde TGF-1
es un coactivador de la transcripcion de los genes responsivos a la luz (Uresti-
Rivera, 2013).

Datos recientes indican que T. atroviride posee los componentes de la biogénesis
de los miRNAs que incluyen a los genes dicer (dcr1 y dcr2), a 3 argonautas (ago
1- ago3) y a 3 polimerasas de RNA dependientes de RNA (rdr1- rdr3) (Carreras-
Villasefior et al., 2013). Las mutantes Adcr2, Adcr1/Adcr2 presentaron un
crecimiento reducido sin la produccidon de conidias y menor numero en la
expresion de los genes responsivos a la luz. En cambio, las mutantes sencillas en
los genes argonautas (Aago1, Aago2 y Aago3) no perdieron la capacidad de
respuesta a la luz (Carreras-Villasefior et al., 2013). Los resultados sugieren que
los genes dicer controlan el desarrollo vegetativo y reproductivo de T. atroviride.
En en A. thaliana se demostré que HAG1, ortdlogo de GCNS5, es necesaria para la
expresion de un conjunto de genes que codifican miRNAs inducidos por diversos
factores ambientales (Kim et al., 2009).
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Justificacion

Trichoderma atroviride es un organismo modelo para estudiar el proceso de la
percepcion de la luz. Se han realizado analisis exhaustivos para entender los
procesos fisiologicos y del desarrollo de T. atroviride regulados por la luz. Sin
embargo, los elementos adicionales que integran la via de la regulacion de la
percepcion y la respuesta a estimulos ambientales a nivel de la cromatina no se
han identificado.

Objetivo general
Determinar el rol de las proteinas modificadoras de la cromatina, HDA-2, SET-5 y
TGF-1 en la respuesta a senales externas en T. atroviride.

Objetivos particulares
Parte | (HDA-2 y SET-5)

1) Evaluar el fenotipo de la mutante Ahda-2 y Aset-5 en respuesta a la luz o
dafio mecanico

2) Evaluar la expresion de hda-2 en respuesta a la luz y estrés oxidante.

3) Evaluar la capacidad de respuesta de las cepas wt, Aset-5 y Ahda-2 al
estrés oxidante.

4) Analizar el patron de expresion de los genes de respuesta temprana (ej. al-
3y phr-1) y tardia (ej. hymA y con-1) a la luz en los fondos genéticos
mutantes y silvestres.

5) Analizar los patrones de expresion de los genes que codifican para las
enzimas antioxidantes en respuesta al estrés oxidante en los fondos
genéticos mutante y silvestre.

6) Cuantificar los niveles de acetilacion en los promotores de aquellos genes
con expresion diferencial en respuesta al estrés oxidante.

Parte Il (TGF-1)

7) Evaluar el rol de la proteina TGF-1 en la regulacion de los genes dicer (dcr-
1 y dcr-2), y argonautas (ago! a ago3) que codifican para proteinas
implicadas silenciamiento por RNA..

8) Determinar la expresion diferencial de los sSRNAs en la cepa wt y mutantes
Atgf-1 en condiciones de luz y oscuridad.

9) Identicar los mRNA blancos de los sRNAs diferenciales en T. atroviride.

Parte Il

10) Generar construcciones de los genes ago1, ago2, ago3, hda-2, set-5'y

tmk-3 con las etiquetas Flag o c-Myc.
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Resultados parte |
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La proteinas SET-5 y HDA-2 regulan las respuestas a la luz en Trichoderma
atroviride

El gen set-5 (JGI ID: 94162) codifica para una metiltransferasa de histonas
putativa y se induce por la luz azul después de 5 min de la aplicacion del estimulo.
Las mutantes Aset-5 presentan una mayor conidiacién con menor cantidad de luz
azul comparada con la cepa silvestre (Cristébal-Mondragén, 2011). Los ensayos
de fotoconidiacion confirmaron éste resultado. La cepa silvestre requirié entre 75 a
1200 pM de luz azul para formar un anillo de conidias, mientras que la cepa Aset-5
alcanzé la misma respuesta con menor dosis de luz (25-75 pM) (Figura 6).
Ademas, la maduracion de las conidias, que se caracteriza por la pigmentacion
verde, en la Aset-5 ocurrido con solo 75 uyM de luz azul, en cambio en la cepa
silvestre se observd con mayor cantidad de luz (1200 uM). Para realizar un
analisis mas a detalle, se decidi6 determinar la expresion de los genes de
respuesta temprana (phr-1 [ JGI ID: 302457] y al-3[ JGI ID: 160158]) y tardia a la
luz (hymA [JGI ID: 177297] y con-1 [JGI ID: 31682]) en los fondos genéticos Aset-
5 y silvestre. En la cepa wt, el gen phr-1 que codifica para una fotoliasa se indujo
rapidamente y alcanzé una maxima acumulacion del transcrito después de 30 min
del estimulo luminoso (Figura 7a).

Figura 6. La ausencia de SET-5 genera un fenotipo de hiperconidiacién después
de la aplicacion de un pulso de luz azul en T. atroviride. Las fotografias muestran
el fenotipo de las cepas silvestre (wt) y Aset-5 después de haber sido expuestas a
diferentes cantidades de luz azul, indicadas en la parte superior como pmol m?2s™.
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La induccion de al-3 que codifica para una Geranilgeranil pirofosfato sintasa
ocurrio 30 min después del pulso de luz (Figura 7b). El gen phr-1 se transcribi6 de
manera similar en la cepa wt, y en la mutante Aset-5 (Figura 7a). La induccién del
gen al-3 alcanzo niveles mas altos en la Aset-5, los cuales fueron superiores a los
observados para la cepa wt (Figura 7b). En el caso de los genes de expresion
tardia con-1 y hymA relacionados con la conidiacién, la aplicacion de un pulso de
luz azul en la cepa wt causoé la acumulacién del transcrito de con-1 12 h después
(Figura 7c¢), como se ha reportado (Berrocal-Tito, 1999; Osorio-Concepcion et al.,
2017).

Figura 7. Analisis de expresion por RT-qPCR de respuesta a la luz de los genes
tempranos (phr-1 y al-3) y tardios relacionados a la conidiacién (con-1y hymA) en
las cepas wt, Aset-5. El micelio de las cepas wt y Aset-5 se crecieron por 48 h en la
oscuridad y se aplicé un pulso de luz azul (1200 uymol m* s™), se colectaron los micelios a
los tiempos indicados para el analisis de la expresion de los genes phr-1 (a), al-3 (b), con-
1 (c), y hymA (d). El micelio no expuesto a la luz se utilizé6 como control. El gen tef-1 se
utilizé como control génico para normalizar la expresion de los genes responsivos a la luz
a través del método 24°7,
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En cambio, en la cepa Aset-5 se observaron niveles altos del transcrito de con-1
en el tiempo O (Figura 7c). El gen hymA, ortélogo del gen de Aspergillus nidulans
que codifica para un factor de transcripcion putativo involucrado en el desarrollo de
los conidiéforos presenta altos niveles de expresion después de 30 min en la cepa
wt, y mantiene sus niveles hasta las 3 h. Posteriormente, disminuyeron a las 6 y
12 h después del estimulo (Figura 7d). Sin embargo, la acumulacion de hymA en
la mutante Aset-5 fue mas alta que en la cepa silvestre a los 0 y 2.5 min. Los
niveles de hymA en estos tiempos se mantiene hasta los 5, 30 min y 3 h de
manera muy similar a la observada para la cepa wt, y disminuye drasticamente a
tiempos tardios (6 y 12 h (Figura 7d). Estos resultados sugieren que la proteina
SET-5 es un modulador negativo de los genes asociados a la conidiacion, lo que
podria repercutir en un fenotipo de hiperconidiacion después de un pulso de luz
azul en T. atroviride.

Resultados anteriores mostraron que la expresion de bir-1 es dependiente de la
desacetilasa de histonas HDA-2 (Osorio-Concepcion et al., 2017). Se ha
propuesto que los productos de los genes biIr-1 y -2 forman el complejo
fotorreceptor de la luz azul (BLRC). Para evidenciar el papel de HDA-2 en la
percepcion de la sefial luminosa, se analizé el nivel de expresion del gen bir-2 en
el fondo genético mutante y silvestre. Contrario a la cepa wt, en la mutante Ahda-
2, el gen bir-2 presentd niveles basales muy bajos de expresion y su induccion
después de un pulso de luz fue nula (5, 15 y 30 min) (Figura 8a). Por lo tanto, se
decidi6é analizar la expresion de otros genes que se inducen por la luz, como frq, y
al-3 para confirmar el vinculo entre HDA-2 y la proteina BLR-1 para la regulacion
génica. Los genes al-3, y frq se indujeron por la luz en la cepa silvestre 30 min
después de la aplicacion del estimulo (Figura 8b y ¢). Sin embargo, estos dos
genes presentaron niveles de expresion bajos en las mutantes Ablr1 y Ahda-2 en
todos los tiempos evaluados (Figura 8b y ¢). La reduccion de los niveles frq y al-3
fue mas drastico en la cepa Ahda-2. Estos resultados sugieren una regulacion
positiva mutua entre HDA-2 y las proteinas BLR para controlar la transcripcién de
los genes responsivos a la luz.
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Figura 8. La expresion de los genes responsivos a la luz es dependiente de HDA-2 y
BLR-1. Las cepas wt, AbIr-1, Ahda-2-2 se crecieron en la oscuridad por 72 h, y se aplicd
un pulso de luz azul (BL). Los micelios se colectaron en los tiempos indicados para el
analisis de la expresién de los genes bir-2 (a), al-3 (b) y frqg (¢). Los micelios sin la
fotoinducion se utilizaron como control. El factor de elongacion fef-1 se utiliz6 como
control génico para normalizar la expresion de los genes de respuesta a la luz por el
método 244,

Las proteinas HDA-2 y SET-5 regulan diferencialmente la tolerancia a estrés
oxidante

Las moléculas bioldgicas tales como las flavinas, pterinas y porfirinas pueden
absorber la luz azul y transferir la energia captada al oxigeno molecular (O,) en la
célula, lo cual genera especies de oxigeno reactivas (EORs), principalmente el
oxigeno singulete ('O.) y superoxido (Oy). De manera interesante, el gen set-5
que codifica para una metiltransferasa de histonas putativa se induce rapidamente
por la luz azul. Para investigar si el producto de set-5 regula la respuesta a
diferentes senales ambientales tales como la luz y el estrés oxidante, se evalué el
crecimiento micelial de las cepas silvestre y Aset-5 en diferentes concentraciones
de H.,O,, menadiona y terc-butilo hidroperdxido (t-BOOH) en condiciones de luz u
oscuridad. Las principales EORs producidos por el H,O, y menadiona son el
radical hidroxilo (OH) y O, mientras que el t-BOOH genera radicales peroxidos
(RO). Las EORs causan dano celular debido a que oxidan a los lipidos, proteinas,
y acidos nucleicos.
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Figura 9. crecimiento radial de T. atroviride en respuesta a H:0.. (a y b) Las
fotografias muestran los fenotipos de inhibicién del crecimiento de las cepas wt y Aset-5
después de 96 h de su inoculacion crecimiento en medio de cultivo MMV adicionada con
diferentes concentraciones de H,O. en la oscuridad (a) o expuestas a 12 h luz/oscuridad
(c). Los porcentajes de inhibicion del crecimiento corresponden a 72 h de crecimiento en
diferentes concentraciones de H,O. en la oscuridad (b) o en ciclos de 12 h luz/oscuridad
(d). Las cepas crecidas en medios de cultivo sin H,O, en la oscuridad o expuestas a ciclos
de 12 h luz/oscuridad se utilizaron como control. Los cultivos se incubaron a 28°C.

En condiciones de oscuridad, la mutante Aset-5 mostr6é ligeramente mayor
tolerancia que la cepa silvestre al H,O.. La inhibicidon del crecimiento micelial de
Aset-5 oscilo entre 9, 2 y 6% menos que la cepa wt para 16, 30, y 60 mM de H0.,
respectivamente, (Figura 9a y b). De manera similar a este resultado, en la
presencia de la luz la cepa Aset-5 fue ligeramente mas resistente que la cepa wt a
16, 30, y 60 mM de H,0O,, reflejado en un menor porcentaje de inhibicion del
crecimiento (14, 10 y 6%) (Figura 9c, d). En otras fuentes de estrés oxidante tales
como menadiona en condiciones de oscuridad, Aset-5 fue ligeramente resistente a
0.2 mM que la cepa silvestre, mientras que mostré mayor sensibilidad a 0.3 mM
(Figura 10a y b). Sin embargo la adiciéon de 0.4 y 0.5 mM de menadiona afect6 a
la cepa wt y mutante Aset-5 de manera similar ( Figura 10a y b). En la presencia
de la luz, las diferentes concentraciones de menadiona inhibieron el crecimiento
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micelial de Aset-5. El crecimiento se afecté mas en la mutante que en la cepa
silvestre a 0.2, 0.3 mM de menadiona, mientras que 0.4 y 0.5 mM afecto el
crecimiento de ambas cepas de manera equivalente (Figura 10c y d).

Figura 10. Crecimiento radial de T. atroviride en respuesta a menadiona. (ay b) Las
fotografias muestran los fenotipos de inhibicién del crecimiento de las cepas wt y Aset-5
después de 96 h de su inoculacién en medio de cultivo MMV adicionado con diferentes
concentraciones de menadiona en la oscuridad (a) o expuestas a 12 h luz/oscuridad (c).
Los porcentajes de inhibicion del crecimiento corresponden a 72 h de crecimiento en
diferentes concentraciones de menadiona oscuridad (b) o en ciclos de 12 h luz/oscuridad
(d). Las cepas crecidas en medios de cultivo sin menadiona en la oscuridad o expuestas a
ciclos de 12 h luz/oscuridad se utilizaron como control. Los cultivos se incubaron a 28°C.

La inhibicibn del crecimiento de Aset-5 se confirm6é al incrementar las
concentraciones de ter-butil hidroperoxido. En la oscuridad, el efecto de 0.125 y
0.25 mM de este compuesto fue mayor en el crecimiento de Aset-5 con respecto a
la cepa silvestre, sin embargo 0.5 mM inhibi6 drasticamente el crecimiento para la
dos cepas de manera similar (Figura 11a y b). Mientras tanto, en la presencia de
la luz, la mutante Aset-5 mostré mayor sensibilidad a 0.125 mM de t-BOOH, en
cambio se observaron indices de inhibicién equivalentes entre la cepa wty Aset-5
a 025 y 0.5 mM (Figura 11c y d). Estos datos indican que SET-5 regula
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diferencialmente la respuesta a los diferentes tipos de estrés; negativa para H,0,,
y positiva para menadiona y t-BOOH. Por otra parte, resultados previos indican
que la cepa Ahda-2 es mas sensible que la cepa silvestre y Aset-5 a H,0O, y
menadiona (Osorio-Concepcion et al., 2017).

Figura 11. Crecimiento colonial de T. atroviride en respuesta a terc-butilo. (ay b) Las
fotografias muestran los fenotipos de inhibicion del crecimiento de las cepas wt, Aset-5y
Ahda-2-2 después de 96 h de su inoculacion en medio de cultivo MMV adicionada con
diferentes concentraciones de terc-butilo e incubadas en la oscuridad (a) o expuestas a 12
h luz/oscuridad (c¢) a 28 °C . Los porcentajes de inhibicion del crecimiento corresponden a
72 h de crecimiento en diferentes concentraciones de terc-butilo en la oscuridad (b) o en
ciclos de 12 h luz/oscuridad (d). Las cepas crecidas en medios de cultivo sin terc-butilo en
la oscuridad o expuestas a ciclos de 12 h luz/oscuridad se utilizaron como control. Los
cultivos se incubaron a 28°C.

La reducida tolerancia de Ahda-2 al estrés oxidante se confirmé al utilizar
diferentes concentraciones de t-BOOH en la presencia de la luz y en la oscuridad.
A diferencia de la cepa wt y Aset-5, el crecimiento de Ahda-2 se inhibid totalmente
al ser expuesta a 0.125, 0.25 y 0.5 mM de t-BOOH en la oscuridad, mientras que
en la presencia de la luz, la mutante presentd un ligero crecimiento,
exclusivamente en 0.125 mM (Figura 11a-d). Los resultados indican que la
proteina HDA-2 se requiere para la resistencia a H,O,, menadiona y t-BOOH, en
T. atroviride.
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La mutante Aset-5 esta afectada en la expresion de genes relacionados a
EORs

Debido a que la cepa Aset-5 fue menos sensible al H.O,, se decidié analizar el
patron de expresidon de los genes gst-1 (glutation s-transferasa-1), sod-1
(superdxido dismutasa-1), cat-3 (catalasa-3), gpx (glutation peroxidasa) que
codifican para proteinas antioxidantes. La adicion de 30 mM de H;0O; a la cepa wt,
redujo la acumulacion de los transcritos de los genes gpx, cat-3 sod-1, y gst-1 a
los 15 min, pero alcanzaron altos niveles a los 30 min (Figura 12a-d). Sin
embargo, en la cepa Aset-5, los genes gpx y sod-1 presentaron mas altos niveles
de expresién que la cepa wt 15 min después del tratamiento con H,O, (Figura 12a
y ¢). Adiferencia en la cepa wt, la mutante Aset-5 no mostro la induccién de la cat-
3 por exposicién a H,O, (Figura 12b). Mientras tanto, la transcripcién de gst-71 en
Aset-5 fue similar a la observada para la cepa silvestre en las distintas
concentraciones de H,O, (Figura 12d).

Figura 12. La proteina HDA-2 y SET-5 regulan la transcripcion de los genes
relacionados a EORs en la presencia de H.0.. La expresion relativa de los genes
gpx, sod-1, cat-3, gst-1 en las cepas wt, Aset-5 se determind a los 15 (Barras grises) y
30 min (Barras blancas) despues del tratamiento con 30 mM de H;O; 0 en usencia del
estimulo (barras negras) EI gen tef-1 se utiliz6 como control para normalizar la
expresion de los genes relacionados a EORs por el método 244
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La delecién de SET-5 favorece la tolerancia de las conidias al H,0;

La mutante Aset-5 mostré un fenotipo diferencial en las distintas condiciones de
los agentes oxidantes. Ademas, presentd la desregulacion de algunos de los
genes relacionados a EORs. Para complementar nuestro estudio acerca del rol de
SET-5 en el desarrollo de T. atroviride, se analizé la capacidad de las conidias en
su etapa de germinacién (germinulas) de las cepas wt y Aset-5 para tolerar
diferentes concentraciones de H;0,. A diferencia de la cepa wt, las conidias de la
mutante Aset-5 presentaron mayor tolerancia a las diferentes concentraciones de
H,O, (Figura 13). Las conidias de Aset-5 fueron 30, 28 y 20% mas tolerantes que
la cepawta 16,30 y 60 mM (Figura 13).

Figura 13. Las conidias de la mutante Aset-5 presentan una mayor tolerancia a
H.0: que la cepa wt. Las conidias de las cepas wt (barras azules) y Aset-5 (barras
grises) se inocularon en medio MMV liquido a 28 °C en agitacion constante y 10 h
después fueron expuestas a 16, 30 y 60 mM de H;O, por 30 min. Después del
tratamiento, 150 conidas (germinulas) se sembraron en cajas con medio MMV solido
suplementado con 0.09 % de deoxicolato de sodio para facilitar el conteo de la
colonias y se incubaron a 28 °C por 48-72 h. Las conidias sin tratamiento se utilizaron
como control (0.0 mM).
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Los genes dicer y ago son regulados diferencialmente por la luz en
Trichoderma atroviride

Para determinar la participacién de la proteina TGF-1 (Trichoderma GCN Five-1)
en la biogénesis de los RNAs pequefios (SRNAs) en T. atroviride, se determiné el
nivel de expresion de los genes dcr-1, dcr-2, ago1-ago3 y phr-1, a distintos
tiempos después de un pulso de luz azul en las cepas Atgf-1 y silvestre. La
expresion del gen control phr-1 se indujo en la cepa silvestre como se ha
reportado (Berrocal-Tito, 1999; Rosales-Saavedra et al., 2006), pero su expresion
fue nula en la mutante Atfgf1 (Figura 14a). El gen dcr-1 alcanzé altos niveles de
induccién a los 60 minutos en la cepa silvestre, mientras que la Atgf-1 presentd
bajos niveles de transcrito (Figura 14b). El gen dcr-2 presentd oscilaciones de
expresion en la cepa wt entre los 5 y 20 min, sin embargo, a los 30 y 60 min
después del estimulo mostré una alta acumulacién del transcrito. En la mutante
Atgf-1, la induccién de dcr-2 ocurrid 7 y 10 min después del pulso, sin embargo a
los 30 y 60 min observd escasa acumulacion de dcr-2 comparada con la cepa wt
(Figura 14c). Por otra parte, la expresién de los genes ago se indujeron por luz
azul en la cepa silvestre y fueron desregulados en Atgf-1. El gen ago-1 mostrd
altos niveles de induccion en la cepa wt a los 5 min y 20 min en respuesta al
estimulo luminoso. Sin embargo en la mutante Atgf-1, el transcrito de ago-1 se
acumuld a los 10 min, pero los niveles son inferiores con respecto a la cepa wt.

La induccién de ago-2 en la cepa silvestre ocurrio a los 5 y 60 min, mientras que
en el resto de los tiempos evaluados no se observaron diferencias marcadas con
respecto al control (Figura 14e). La ausencia de fgf-1 afect6 la expresion
temprana del gen ago-2, ésta se observd 10 min después de la fotoinduccién y
disminuyo sus niveles a tiempos tardios (Figura 14e). La aplicacion de luz azul a
la cepa wt, también promovié la transcripcion de ago-3, con una mayor induccion a
los 5 y 60 min. En cambio, en la cepa Atgf-1 el transcrito de ago-3 se acumul6 a
los 10 min después del estimulo, exclusivamente (Figura 19f). Los niveles de
induccién de los genes ago1, ago-2 y ago-3 fueron inferiores y tardios a los
observados para la cepa silvestre. Estos resultados sugieren que TGF-1 regula
positivamente la expresidn de los genes dcry ago en T. atroviride.
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Figura 14. La expresion de los genes dcr y ago es dependiente de la
luz y de la acetiltransferasa de histonas TGF-1. El micelio de las cepas
wt y Afgf-1 se crecio en la oscuridad por 48 h y posteriormente se expuso a
un pulso de luz azul (1200 ymol m? s™) y se colectaron los micelios a los
tiempos indicados. El micelio colectado se utilizé para analizar la expresion
de los genes phr-1 (a), dcr-1 (b), dcr-2 (¢), ago1 a ago-3 (d-f). Los micelios
sin tratamiento se usaron como control. El gen tef-1 se utilizd6 como control

geénico para normalizar la expresion de los genes dcry ago por el método
2—AACt_
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Resultados parte |l
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Constructos de los genes ago7-ago3, hda-2, set-5 y tmk-3 con las etiquetas
FLAG y c-Myc para la transformacioén de T. atroviride
Para identificar los RNAs pequefos de T. atroviride incorporados en las proteinas
argonautas, y sus RNAm blancos,se disefiaron contructos genéticos de los genes
ago con las etiquetas flag y c-Myc (Materiales y Métodos, parte lll), los cuales se
integraran en el genoma de la cepa silvestre de T. atroviride de manera ectdpica.
Se logré amplificar el ORF de los genes ago1 (3112 pb), ago2 (3222) y ago3
(3054 pb) (Tablal), y para su clonacion en e | sitio de restriccion Sma | del vector
pBHD-3'M y -3'F. En la figura 15a-d se indica la clonancién y la orientacion del
ORF de ago1/ago-3 con los oligonucledtidos qa-2-Fw (1), ago1-orf-Rv (2), y ago3-
orf-Rv (3) (Tabla I) . Los productos de PCR con la orientacién correcta son: ago1
de 4.1 kb, y ago3 de 4.3 kb (Figura 15c y d). Se logré generar los constructos
ago1-3'F, ago1-3'M, ago3-3'F y ago3-3'M (Figura 15). Después de varios intentos
no se logré obtener la construccion de ago2 con ninguna de las dos etiquetas.
Por otra parte para determinar las proteinas que interactuan con HDA-2 y SET-5,
asi como la uniébn de ambas proteinas en los promotores de los genes de
respuesta a la luz en T. atroviride, se utilizo |la estrategia descrita anteriormente
(Materiales y Metodos, parte Il). Se logré amplificar por PCR el ORF de hda-2
(1488 pb) y de set-5 (922 pb) a partir de DNA gendémico de T. atroviride como
molde con los oligonucleétidos exclusivos para cada gen (ver Tabla I). Los
fragmentos purificados de hda-2 y set-5 se clonaron en el sitio de restriccion Sma |
del vector de expresion pBHD-3'M y -3'F (Figura 16a y b). La clonacién del ORF
de hda-2 o set-5 y su orientacion se verificd por PCR con los oligonucleétidos ga-
2-Fw (1), hda-2-orf-Rv (4), set-5-orf-Rv (5) (Tabla 1) (Figura 21a y b). Los
amplicones con la orientacidon correcta son: had-2-3'F: 2.6 kb, y set-5-3'F: 2 kb
(Figura 16¢c y d). Los constructos hda-2-3'F, set-5-3'F obtenidos se utilizaron para
la transformacion de la cepa silvestre de T. atroviride. Unicamente, se obtuvieron
dos transformantes hda-2 con la etiqueta FLAG localizada en el extremo 3' (hda-2-
1-3'F y hda-2-4-3'F), ambas presentaron resistencia a 200 ug de higromicina
(Figura 16e).
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Figura 15. Confirmacién de la clonacién y la orientaciéon de los genes ago en el
vector de expresion pBHD-3'F o pBHD-3'M. El esquema muestra el sitio de la
clonacion del inserto ago? (a) y ago3 (b) con las etiquetas FLAG o c-Myc en el
extremo 3'. Las flechas con los nimeros sobre el esquema indican el sitio de unién de
los oligonucledtidos utilizados y las lineas indican el tamafio del fragmento de PCR
esperado. ¢ y d) La amplificacién por PCR del promotor pga2 y el ORF de ago? o
ago3. MP: Marcador de peso, N: Control negativo, 1: ago1-3'F, 2: ago1-3'M, 3: ago3-
3'F, 4: ago3-3'M.

Las transformantes hda-2-1-3'F y hda-2-1-3'F amplificaron para el casete de hph,
y el fragmento que corresponde al promotor de Pqga-2 y el ORF del gen hda-2. En
el caso de las transformantes set-5 obtenidas, todas mostraron resistencia a 200
Mg de higromicina, pero fueron negativas para la amplificacion de la construccion
de set-5. La caracterizacion de una de las dos transformantes hda-2-1-3'F
obtenidas por la integracién ectopica de la construccién hda-2 3'F mostré anillos
de conidias de mayor tamafno con la pigmentacién verde mas intensa que la cepa
silvestre a 0.3, 0.6 y 0.8% acido quinico (QA), en la presencia de 12 h
luz/oscuridad y después de un pulso de luz azul (1200 ymol m?s™). Ademas, en la
condicion sin QA, la cepas hda-2-1-3'F presentaron mayor conidiacion (Figura 17a
y b). Es necesario realizar otros ensayos de caracterizacién para discernir otras
diferencias entre hda-2-1-3'F y la cepa silvestre.
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Figura 16. Confirmaciéon de la clonacién y la orientacion de los genes hda-2 y
set-5 en el vector de expresion pBHD-3'F o pBHD-3'M. El esquema muestra el sitio
de la clonacién del inserto hda-2 (a) y set-5 (b) con las etiquetas FLAG o c-Myc en el
extremo 3'. Las flechas con los nimeros sobre el esquema indican el sitio de unién de
los oligonucledtidos utilizados y las lineas indican el tamafio del fragmento de PCR
esperado. ¢ y d) La amplificacién del promotor Pga-2 y el ORF de hda-2 o set-5 por
PCR. MP: Marcador de peso, N: Control negativo, 1: hda-2-3'F, 2: hda-2-3'M, 3: set-5-
3'F, 4: set-5-3'M.

Se ha reportado que la la MAPK TMK-3 regula la respuesta a sefiales ambientales
de T. atroviride (Esquivel-Naranjo et al., 2016). De manera interesante, HDA-2 es
necesaria para regular la respuesta a la luz y al estrés oxidante en este hongo
(Osorio-Concepcion et al 2017). Para establecer el vinculo entre TMK-3 y HDA-2
para regular la transcripcién génica en respuesta a la luz o estrés oxidante en T.
atroviride, decidimos generar versiones etiquetadas de TMK-3 con la estrategia
descrita en material y métodos,(parte lll). EI ORF de tmk-3 (1727 pb) se logro
amplificar y se clond en el vector de expresion pBHD-3'F y -3'M para obtener el
constructo de tmk-3 con la etiqueta FLAG y c-Myc localizada en el extremo 3'; tmk-
3-3'F y tmk-3-3'M, respectivamente (Figura 18a y b). Las transformantes tmk-3-
3'F y tmk-3-3'M obtenidas contienen el ORF de tmk-3 en la orientacién correcta
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(Figura 18 a y b), la cual se verifico por PCR con los oligonucledtidos qa-2-Fw (1),
tmk-3-orf-Rv (6) (Tabla I). El fragmento de PCR con la orientacion correcta fue de
2800 pb, aproximadamente, tanto para tmk-3-3'M y tmk-3-3'F. Los constructos
tmk-3-3'M y tmk-3-3'F se utilizaran para la transformacion de la cepa wt.

Figura 17. Fenotipo de la transformante hda-2-1-3°'F en la presencia de acido
quinico (QA). Las cepas wt, hda-2-1-3'F, y Ahda-2, se crecieron en medio MMV
adicionada con diferentes concentraciones de QA y se incubaron a 28 °C en ciclos de
12 h luz/oscuridad (a). Las colonias con 48 h de crecimiento en la oscuridad se les
aplico un pulso de luz azul (b). Las fotografias se capturaron después de 96 h'y 48 h
de su inoculacién y fotoinduccion.
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Figura 18. Confirmaciéon de la clonacién y la orientaciéon del gen tmk-3 en el
vector pBHD-3'F o pBHD-3'M. El esquema muesta el sitio de la clonacién del inserto
tmk-3 con las etiquetas FLAG (a) o c-Myc (b) en el extremo 3'. Las flechas con los
numeros sobre el esquema indican el sitio de union de los oligonucleétidos utilizados
y las lineas indican el tamafo del fragmento de PCR esperado. ¢ y d) La amplificacion
por PCR del promotor pga2 y el ORF de tmk-3. MP: Marcador de peso, N: Control
negativo, 1: tmk-3-3'F, 2: tmk-3-3'M.
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Discusién parte |

Estudios recientes indican que las modificaciones en la estructura de la cromatina
por las desacetilasas de histonas (HDACs) son importantes en la regulacién de la
transcripcion geénica para generar la respuesta apropiada a los cambios
ambientales. La interrupcién del gen set-5 en T. atroviride afectd la fotoconidiacion
de T. atroviride (Cristobal-Mondragon, 2011). Ensayos de dosis respuesta de luz
azul revelaron que la cepa Aset-5 es mas fotosensible (Figura 6) como se ha
reportado (Cristobal-Mondragéon, 2011). La desregulacion de los genes
responsivos a la luz y de la conidiacion explicaria la amplificacion de la
esporulacion asexual en la cepa Aset-5. Los datos apoyan el papel de este tipo de
proteinas para regular diversos procesos, por ejemplo; la metiltransferasa de
histonas SET1 de Neurospora crassa modula la respuesta circadiana y a la luz
(Raduwan, Isola and Belden, 2013). Algunos genes de respuesta temprana a la
luz, tales como phr-1 y al-3, en la mutante Aset-5 presentaron niveles de
transcripcion de manera similar a la cepa silvestre (Figura 7a-d). Este dato
sugiere que Aset-5, probablemente, no esta afectada en la percepcion de la luz.
Sin embargo, la rapida acumulacion del RNAm de con-1 en Aset-5 después del
estimulo luminoso (Figura 7c¢), indica que la proteina SET-5 modula de manera
negativa la expresion de los genes de la conidiacion, probablemente a través de la
condensacion de la cromatina. La ausencia de SET-5 favorece la formacion de las
conidias. Por lo tanto, la metiltransferasa parace tener un rol rio abajo de la
percepcion de la sefal luminosa en T. atroviride. Es necesario realizar estudios
adicionales para determinar la funcibn de SET-5 en la regulacidn génica,
formacién de conidiéforos y la conidiacion.

Por la cercania que tiene la luz azul a la region ultravioleta del espectro, la cual es
altamente dafina para el DNA y estimula la formacion de EORs, se percibe como
una sefal de alerta para los organismos (Hirayama, Cho and Sassone-Corsi,
2007). En este contexto, la adicion de diferentes condiciones de H.O, y la
presencia de la luz ejercié un efecto aditivo en la inhibicién del crecimiento de la
cepa silvestre, Los niveles de EORs generados por ambos factores sobrepasan la
capacidad antioxidante de la célula, lo cual afecta el crecimiento micelial
(Hansberg and Aguirre, 1990; Michan, Lledias and Hansberg, 2003). La ausencia
de SET-5 parece favorecer la capacidad antioxidante para contender contra EORs
producidos del H,O, debido a que la mutante Aset-5 mostré menor inhibicion en el
crecimiento radial por este estimulo. Este hallazgo sugiere que la HMT SET-5
regula negativamente la tolerancia a H.O,. Sin embargo, la presencia de otros
agentes oxidantes reveld un rol positivo de SET-5 para la respuesta a menadiona

Febrero 2017 34



El rol de las modificaciones de la cromatina en la percepcion de las sefales externas IPICYT

y terc-butilo ya que presenté mayor inhibicién en su crecimiento. Mutantes en los
ortélogos SET-1 de S. cerevisie, encargada de metilar a H3K4, son mas sensibles
a agentes que danan la pared celular (Liu et al., 2015). Por lo tanto, no
descartamos que un mecanismo similar regula la capacidad antioxidante de T.
atroviride. Ademas de su funcion a nivel de micelio, la proteina SET-5 parece
tener un rol negativo en la tolerancia de las conidias al estrés oxidante debido a
que estas presentaron un mayor porcentaje de viabilidad que la cepa wt después
del tratamiento con H;O,. Analizar el pérfil de expresion de algunos genes
relacionados a EORs podrian sustentar los fenotipos resistentes y sensibles de la
mutante SET-5 a H.O, y menadiona, respectivamente. De manera distinta a este
resultado la mutante Ahda-2 fue mas sensible al estrés oxidante en la oscuridad y
en la presencia de la luz (Osorio-Concepcion et al., 2017). El crecimiento micelial
de hda-2 se inhibid totalmente en las diferentes concentraciones de terc-butilo,
mientras que en menadiona y H.O, presentd ligero crecimiento (Figura 11a-d). A
pesar de que las desacetilasas de histonas se consideran corepresores
transcripcionales, los resultados sugieren que la actividad de HDA-2 es crucial
para conferir la tolerancia a agentes generadores de EORs como H,0,,
menadiona y terc-butilo. Las EORs pueden oxidar a las proteinas, los lipidos de la
membrana celular, y a los acidos nucleicos (Aguirre et al., 2005).

La hipétesis de que ambas proteinas (HDA-2 y SET-5) regulan la transcripcion
geénica para neutralizar EORs se apoya en el analisis del pérfil de expresién de los
genes relacionados a EORs, que incluyen: sod-1, cat-3, gpx y gst-1. Los productos
de estos genes dismutan el superoxido, remueven el H,O, y los hidroperoxidos,
respectivamente. El analisis de la expresion génica indica que HDA-2 regula
positivamente a cat-3 y a sod-1 en la presencia de H;O, y menadiona,
respectivamente. La sensibilidad de la mutante Ahda-2 podria deberse a la
disminucién en los niveles de cat-3, sod-1, y gpx (Osorio-Concepcion et al., 2017).
Adicionalmente, HDA-2 es importante para mantener los niveles basales de gst-1.
A pesar de que la desacetilacion se asocia con la represion transcripcional, existen
reportes de que ésta modificacion puede activar la expresion génica evitando la
unién de represores (Bernstein, Tong and Schreiber, 2000). La temprana inducion
de gpx en la mutante Aset-5 (Figura 12) explican el fenotipo ligeramente
resistente a H,O,. Es importante mencionar que cat-3 no se transcribe en Aset-5
(Figura 12) en la presencia de H;O,, a pesar que su producto cataliza la reduccion
H.O,, lo cual indica que SET-5 regula positivamente a cat-3. Ademas de las
catalasas, las enzimas glutation peroxidasas también presentan afinidad por el
H.O, (Lledias and Hansberg, 2000). La rapida acumulacién del transcrito de gpx
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(Figura 12) en la mutante Aset-5, podria compensar la ausencia de CAT-3. A
pesar de la transcripcion de gpx y gst-1 en la mutante Aset-5, su crecimiento se
vid mas afectado que la cepa wt en la presencia de distintas condiciones de t-
BOOH. Probablemente, los productos de gpx y gst-1 no son las principales
enzimas que neutralizan los radicales peroxidos generados de t-BOOH. El analisis
de otros genes relacionados a EORs podrian explicar el fenotipo sensible de Aset-
5 en presencia de t-BOOH. La induccién rapida de algunos genes relacionados a
EORs en las conidias de la mutante Aset-5, explicaria la mayor tolerancia al H.O,
comparado con la wt (Figura 13). La acumulaciéon de sod-1 en Aset-5, cuyo
producto dismuta el superdxido, no correlaciona con su sensibilidad a menadiona.
Evaluar la sensibilidad a bajas concentraciones de menadiona ayudarian a
discernir las diferencias entre la cepa silvestre y Aset-5 en la capacidad de
respuesta al estrés oxidante. Nuestros datos sugieren que SET-5 es un modulador
negativo para sod-1, gpx, y positivo para cat-3, mientras que gpx parece no ser
regulado por SET-5.

En T. atroviride los genes dicer y ago son necesarios para el desarrollo normal y
para la expresion de los genes responsivos a la luz (Carreras-Villasenor et al.,
2013). Nuestros resultados indican que los genes dcr-1, dcr-2, ago1, ago2 y ago3
son regulados por la luz a través de TGF-1 en T. atroviride (Figura 19). En la
mutante Atgf-1, la expresion de estos genes se indujeron de forma temprana y/o
disminuyeron sus niveles en algunos casos (Figura 14). La expresion de los
genes ago es congruente con los reportes de (Carreras-Villasefior et al., 2013),
donde los niveles de expresion de los genes ago-1y ago-2 disminuyeron 15y 30
min después del pulso de luz (Figura 14). Adicionalmente, nuestros resultados
mostraron que estos dos genes se inducen rapidamente (5 min). La acumulacién
de los transcritos de los genes que codifican para proteinas AGO y DCR sugieren
la activacién de la produccién de los RNAs pequefos por la luz azul. No se
descarta la posibilidad de que los RNAs pequefos sean cruciales para regular la
percepcion de la luz azul y la fotoconidiacion por la rapida induccién de las
proteinas AGO y DCR (Figura 19). Sin embargo, mas estudios son necesarios
para demostrar esta hipotesis. En Arabidopsis thaliana se postulé que la proteina
GCNS regula negativamente a los genes de la maquinaria de la biogénesis de los
microRNAs (miRNAs) a través de un represor comun por el incremento en los
niveles de DICER LIKE1 (DCL1), SERRATE (SE), HYPONASTIC LEAVES (HYL1),
y AGO1 en una mutante Agcnb (Kim et al., 2009). Por la similitud de los resultados
para los genes ago y dcr-2, pero no para dcr-1, proponemos que en nuestro
modelo de estudio, puede actuar un mecanismo similar para la formacion de RNAs
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pequefios. Sin embargo, la disminucion de los niveles de dcr-1 en la mutante tgf-1
en respuesta a la luz, sugiere que la proteina TGF-1 regula positivamente a dcr-1
(Figura 19). En nuestro grupo de trabajo se ha catalogado a TGF-1 como
coactivador de los genes responsivos a la luz azul en T. atroviride (Uresti-Rivera,
2013).

Figura 19. Modelo de la regulacion de la expresién de la maquinaria del RNAi por TGF-1
en Trichoderma atroviride. En respuesta a la fotoinduccion, la HAT TGF-1 modula la
transcripcién de los genes dcr, ago, blu y los precursores de los sSRNAs (dsRNA), a través
de la modificiacién de la cromatina. Los sRNAs son generados por la enzimas DCR a
partir de RNAs de doble cadena (dsRNA) e incorporados en las proteinas AGOs para el
silenciamieno génico y la regulacion del desarrollo de T. atroviride. Los productos de los
genes blu regulan la fotoconidiacién de T. atroviride.
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Discusién parte Il

Los vectores de clonacion disefiados por (Hernandez-Diaz, 2013) contienen
secuencias que codifican para una sola copia de las etiquetas FLAG y c-Myc, lo
cual nos permitira identificar a los elementos con los que interactua, asi como
purificar a las proteinas HDA-2, SET-5, AGO1, AGO2 y TMK-3. Adicionalmente, se
podra modular la expresion de los genes de interés y por lo tanto, muy
probablemente sus productos (hda-2, argonautas, set-5 y tmk-3), ya que los
vectores de expresiéon pBHD-3'F y pBHD-3'M contienen el promotor del gen ga-2
de N. crassa, inducible por acido quinico. Datos de nuestro grupo de trabajo
indican que HDA-2 es un regulador positivo del desarrollo de T. atroviride en
respuesta a factores como la luz y estrés oxidante (Osorio-Concepcién et al.,
2017). La version etiquetada de HDA-2 ayudara a identificar, si interactua con
complejos transcripcionales para llevar a cabo su funcién, como se ha reportado
para algunas desacetilasas de histonas (Baidyaroy et al., 2001; Ding et al., 2010;
Tribus et al., 2010). Recientemente, se reporté que la proteina MAPK TMK-3 es
importante para la respuesta a diversas senales de estrés (Esquivel-Naranjo et al.,
2016). En este sentido, los constructos de los genes tmk-3 y hda-2 con las
etiquetas FLAG y/o c-Myc, seran fundamentales para revelar la probable
interaccion de TMK-3 con HDA-2. Ambas proteinas regulan de manera positiva la
tolerancia al estrés oxidante y la transcripcion de los genes responsivos a la luz
(Esquivel-Naranjo et al., 2016; Osorio-Concepcion et al., 2017). La ausencia de la
proteina SET-5 amplifica la conidiacion con menor cantidad de luz (Cristébal-
Mondragon, 2011). Por lo tanto, los constructos de set-5 FLAG o c-Myc ayudaran
a evidenciar si SET-5 actua sobre los promotores de algunos genes responsivos a
la luz a través de la interaccion con complejos transcripcionales. La rapida
acumulacion de hymA y con-1 en Aset-5, indican que SET-5 es un modulador
negativo de los genes de respuesta tardia a la luz. En N. crassa, la
metiltransferasa de histonas DIM-5, SET1 y SET-2 regulan negativamente la
expresion de frq inducida por la luz a través de la metilacién su region promotora.
Adicionalmente, la ausencia de la proteina DIM-5 incrementa la formacion de
conidias en respuesta a la luz (Miller et al., 2001; Raduwan, Isola and Belden,
2013; Ruesch et al., 2015; Sun et al., 2016).

Por otra parte, la maquinaria de la biogénesis de los RNAs pequefios y los
efectores del mecanismo del silenciamiento mediada por moléculas de RNA son
importantes en la fisiologia de T. atroviride (Carreras-Villasenor et al., 2013). Las
ARGONAUTAS incorporan RNAs pequefios que sirven como guia para el
mecanismo de silenciamiento génico (Hutvagner and Simard, 2008). Las versiones
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etiquetadas de las ARGONAUTAS permitiran la identificaciéon de aquellos RNAs
pequefios y sus mRNA blancos importantes para la fotoconidiacion y otros
procesos en T. atroviride. Existe poca informacion acerca del mecanismo de RNA
de interferencia en T. atroviride. Por lo tanto los genes con las etiquetas seran
cruciales para entender a detalle este proceso de regulacion.

Conclusiones

1.
2.

El gen hda-2 de T. atroviride se induce por la luz azul y por estrés oxidante.
La desacetilasa de histonas HDA-2 regula positivamente el crecimiento, la
conidiacién, la expresion de los genes responsivos a la luz y la respuesta al
estrés oxidante (Publicacion, Osorio-Concepcién et al., 2017).

La proteina HDA-2 y el complejo BLR regulan la transcripciéon de los genes
relacionados a EORs y la acetilacion de la histona H3 en el promotor de
cat-3y gst-1 (Publicacion, Osorio-Concepcién et al., 2017).

La MTH SET-5 regula negativamente la conidiacién, y la transcripcion de
sod-1y gpx que codifican para proteinas antioxidantes.

La delecién de SET-5 incrementa la tolerancia de las conidias a H,0,.
SET-5 tiene un papel menor en la tolerancia de T. atroviride a H;O.,
menadiona y terc-butilo a nivel de micelio.

Los genes dicery ago son regulados por la luz en T. atroviride

La proteina TGF-1 regula diferencialmente la expresion de los genes dcry
ago implicados en la biogénesis de los RNAs pequefios

Perspectivas

1.
2.
3.

Complementar a la mutante Aset-5 con el gen silvestre respectivo.

Medir la expresion de set-5 en la respuesta al estrés oxidante.

Determinar los niveles de metilacion y acetilacion en los promotores de los
genes responsivos a la luz en la cepa Aset-5.

Determinar los niveles de metilacion en los promotores de los genes
relacionados a EORs en la cepa Aset-5 expuesta a estrés oxidante.
Determinar la probable interaccion de HDA-2 con la MAPK TMK3 para
regular la respuesta al estrés oxidante.

Determinar la unién del complejo BLR sobre el promotor de hda-2, y de
HDA-2 sobre el promotor de bir-1.

Determinar si las proteinas HDA-2 y SET-5 interactuan con el complejo BLR
para la regulacion transcripcional de genes responsivos a la luz y al estrés
oxidante.
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8. Realizar la mutagénesis sitio-dirigida del dominio HDAC de HDA-2 y evaluar
la expresion de los genes responsivos a la luz.

9. Medir la acetilacion en los promotores de algunos genes responsivos a la
luz en la transformante HDA-2 con el dominio mutado.

10.Generar la mutacion del dominio de unién putativo para la HDAC en la
proteina BLR-2.

11. Determinar la expresion diferencial de los RNAs pequefios en la cepa wt y
mutante Afgf-1 en respuesta a la luz.

12.1dentificar los MRNA blancos y determinar la funcién de silenciamiento de
los RNAs pequefios diferenciales implicados en la fotoconidiacién de T.
atroviride.
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Anexos
Tabla I. Oligonucleétidos utilizados en el presente trabajo
Gen JGI*ID Secuencia (5' a 3') Nombre del Temperatura de Amplicén Experimento
oligonucleétido | alineamiento (°C) (pb)
Pqa-2 CAGGGGCGGGCTTGATTCCGCCT (1) qa-2-Fw 60 Clonacién y Orientacién
A del inserto
ago?1 | 245602 | GATATAGTACATGCTGTCCCTGAG | (2)ago1-orf-Rv 59 3112 ORF del gen ago?y
ATGGCCTTCAAGTGAGTCTTC ago1-orf-Fw orientacion del inserto
ago3 36522 GATGTACCACATGGTGCTTC (3) ago3-orf-Rv 61 3054 ORF del gen ago3y
ago3-orf-Fw orientacion del inserto
hda-2 | 212638 GAATTCCATGGCGGTTCCCG (4) hda-2-orf-Rv 59 1488 ORF del gen hda-2y
ATGGACGCCTACAGATTCCG hda-2-orf-Fw orientacion del inserto
set-5 | 94162 TGCTCCTCTCTCAATTGGTCG (5) set-5-orf-Rv 60 922 ORF del gen set-5y
ATGGGAATTGACGCCGGG set-5-orf-Fw orientacion del inserto
tmk-3 | 301235 TTGTGGGGGGAATTGTTG (6) tmk-3-orf-Rv 60 1727 ORF del gen tmk-3y
ATGGCCGAGTTTGTGCGT tmk-3-orf-Fw orientacion del inserto
al-3 160158 | TTTCCGTGCCCAGCTCATCTCCTC al-3-Fw 60 385 RT-gPCR
GCCACCCGTCTTATTCCCCACCAT al-3-Rv
frq 131340 | GGCACCGTAAGAGGCAAAGAACA frg-TR-Fw 60 100 RT-gPCR
TCAGAGGGCGCAGACATCAGTG frg-TR-Rv
bir-2 42429 GCGGATGGCTACCGGTAA blr-2-TR-Fw 60 63 RT-gPCR
AATTCCGGCATCGCCTTT bir-2-TR-Rv
tef1 300828 | AGGCCGAGCGTGAGCGTGGTAT tef1-TR-Fw 60 68 RT-gPCR
ATGGGGACGAAGGCAACGGTCTT tef1-TR-Rv
phr-1 | 302457 TTATGATCGGCCGGAGAAAAAT phr1-TR-Fw 60 99 RT-gPCR
CAGCGTCGACAATGGGAAATC phr1-TR-Rv
hymA | 177297 CGGATGCCTTTACGACCTT hymA-TR-Fw 60 81 RT-gPCR
GGTCGAAGTTGGTGGAGAGA hymA-TR-Rv
ago-1 | 245602 CTGCTCCACCATCTGACA ago1-TR-Fw 60 66 RT-gPCR
GCCTGCCATTTGAGCCAT ago1-TR-Rv
ago-2 | 20708 CGCAGGATCTCAACGGTA ago2-TR-Fw 59 62 RT-gPCR
AGCGATTCCAGTGTCTTGC ago2-RT-Rv
ago-3 | 36522 GTTCATTACCGTTCCTGGCA ago3-TR-Fw 60 130 RT-gPCR
AGGGCTGTTCTTGTGCTGAA ago3-TR-Rv
der-1 | 292263 GCCTTGCAAGAAGACTACCG der1-TR-Fw 60 125 RT-gPCR
TGTATCATTAGCGCGCAGAG der1-TR-Rv
der-2 | 291296 AAGAATGCCACCAAAGATGC der2-TR-Fw 60 98 RT-gPCR
ATCTCATCCGCTTTGAATGG dcr2-TR-Rv
sod-1 | 298583 GCGGATGGCTACCGGTAA sod1-TR-Fw 60 61 RT-gPCR
AATTCCGGCATCGCCTTT sod1-TR-Rv
gst-1 93766 GCCGAGCCGCGAATTC gst1l-TR-Fw 60 65 RT-gPCR
CTGGACATGCGGGTAGTC gst1-TR-Rv
cat-3 | 283309 CCTCGCTGCGTCACATCA cat3-TR-Fw 60 71 RT-gPCR
TGCCGTCCTCTTTGGTGAAC cat3-TR-Rv
gpx 94401 TGCTCCCTGGACCAAAA gpx-TR-Fw 60 68 RT-gPCR
GTCGCCGTTGACGTTGAT gpx-TR-Rv
JGI*, Joint Genome Institute.
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Materiales y métodos, parte |

Cepas y condiciones de cultivo: Se utilizaron las cepas de Trichoderma
atroviride IMI 206040, Aset-5 y Ahda-2 (Cristobal-Mondragoén, 2011). Se generaron
preinéculos de 48 h de crecimiento en condiciones de oscuridad a 28°C para su
posterior inoculacién en medio solido de Vogel segun el tipo de ensayo a realizar.
Para los ensayos de expresion génica y para la secuenciacion de las muestras:
Los preindculos de T. atroviride se sembraron en medio minimo sélido de Vogel
suplementado con 2% de glucosa y se incubaron por 48 h en la oscuridad. A las
colonias de 48 h de crecimiento se les aplicé un pulso de luz azul (1200 ypmol m™
s'[3 min]). El micelio se colectd a 5, 15, 30 min, y 2, 3, 6 y 12 h después de aplicar
el estimulo luminoso. El micelio en oscuridad se utiliz6 como control.

Para el ensayo de fotoconidiacion de una dosis-respuesta para Asetd y la cepa
silvestre, se emplearon: 25, 75, y 1200 umol m* s™. Las colonias fotoinducidas se
incubaron por 48 h en la oscuridad. Como control se crecieron las distintas cepas
en la oscuridad.

Para los ensayos de estrés oxidativo, las cepas de T. atroviride se inocularon en
medio minimo solido de Vogel adicionada con distintas concentraciones de
Peroxido de Hidrogeno (H20;) (16, 30 y 60 mM), Menadiona (0.2, 0.3, 0.4, 0.5 mM)
y Terc-butilo (0.125, 0.25, 0.5 mM) y se incubaron a 28°C por 96 h. Micelio sin la
exposicion a agentes oxidantes se utilizaron como control.

Extraccion de RNA y sintesis de DNA complementario (cDNA)

La extraccion de RNA total se llevo acabo por el método del Trizol® como describe
el proveedor (Invitrogen). La calidad del RNA se validé por métodos
espectrofotométricos en el equipo EpochTM Microplate Spectrophotometer (Bio-
Tek instruments) y por electroforesis de RNA en gel de agarosa-formaldehido al
1%. También, se considerd la relacion 2:1 del RNA ribosomal 28S/18S. 5 ug de
RNA total se traté con DNAse | (Ambion). Para la sintesis de cDNA se utiliz la
enzima transcriptasa reversa SuperScript™ Il (invitrogen) de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. EI cDNA se utiliz6 como molde para las reacciones de
RT-gPCR con los oligonucledtidos especificos para cada gen de interés y SYBR
Green Master Mix (Applied Biosystems) de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor.

Anadlisis de la expresion de los genes de la conidiacion: Para el analisis RT-
gPCR de los genes de codifican para proteinas implicadas en la conidiacion se
disefiaron oligonucleétidos en el programa GenScript Real-time PCR con las
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siguientes caracteristicas: Longitud de 18 pb, Tm de 60°C, longitud de producto de
60 pb. Las mezclas de reaccion consistio en: 10 yl de mezcla maestra de Sybr
green (Applied Biosystems), 2 yl de cDNA templado (50ng/ul) y 1ul (10uM) de
cada uno de los iniciadores. El programa de PCR fue el siguiente: un ciclo a 95° C
por 5 min, 40 ciclos de (95 °C por 30 s, 65° C por 30 s, y 72° C por 40 s). La
expresion relativa se normalizé con los niveles de expresion del gen tef-1 por el

método 2'AACt (Liva and Schmittgen et al., 2001).

Ensayos de resistencia de las conidias a H,O,: El porcentaje de la viabilidad de
las conidias de las cepas wt y Aset-5 en la presencia de estrés oxidante se
determiné cuantificando las colonias formadas después del tratamiento con
diferentes concentraciones de H,O, durante 30 min. Después del tratamiento se
sembraron 150 conidias en medio minimo sdélido de Vogel adicionada con 0.09%
desoxicolato de sodio y se incubaron a 28 °C por 48h en ciclos de 12 h
luz/oscuridad. Las colonias sin tratamiento se utilizaron como control. El
porcentaje de la viabilidad se determin6 de la siguiente manera: Viabilidad (%):
[(Control-Tratamiento)/(Control)] x 100.

Materiales y métodos Parte Il

Cepas y condiciones de cultivo: Se utilizaron las cepas de Trichoderma
atroviride IMI 206040 y la mutante Atgf-1. Los preinéculos de la cepa wt se
generaron a partir de la inoculacion del micelio del hongo en el centro de una caja
petri con MMV sodlido en la oscuridad a 28 °C por 48 h. Bloques de micelio se
inocularon en el centro de cajas petri con MMV sdélido cubiertas con papel celofan
estéril y se incubaron a 28 °C por 48 h en la osuridad. El micelio de la mutante
Atgf-1 se inoculé en MMV liquido a 28 °C en agitacion constante a 200 rpm por 72
h y se usé como preindculo. 10 ml del preindculo se vertio sobre cajas de petri con
MMV sdélido cubierto con papel celofan y se incubaron a 28 °C por 48 h en la
oscuridad. Transcurrido este tiempo, las colonias se les aplicé un pulso de luz azul
(5 min [1200 ymol/m s™]). El micelio se colectd a los 5, 15, 30 y 60 min después
del estimulo luminoso con la ayuda de un bisturi bajo luz roja de seguridad para la
extraccion de RNA total y el analisis de la expresion de los genes de interés. El
micelio sin la fotoinduccion se utilizaron como control.

Extraccion y purificacion de los pequeios RNAs: Para la extraccion y
secuenciacion de los RNAs pequerios se utilizé el kit mirVana™ miRNA Isolation,
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de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el proveedor. Para ello, las
cepas se crecieron en medio minimo liquido de Vogel por 96 h en la oscuridad con
agitaciéon constante. Al micelio se le aplicd un pulso de luz azul (5 min) y se colecto
el micelio a 5, 15 min después. Micelio sin el estimulo se utilizé como control.

Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA: La extraccion del RNA total se
llevd a cabo por el método del Trizol® a partir del micelio de las cepas de T.
atroviride fotoinducidas. Para eliminar el DNA gendmico, el RNA se tratdé con
DNasa | (Ambion). Para sintetizar el cDNA se utilizd la enzima transcriptasa
reversa SuperScript™ Il (invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

Anadlisis transcripcional cuantitativo de los genes que codifican para las
proteinas involucradas en la biogénesis de los RNAs pequeios: Para el
analisis de RT-gPCR de los genes ago y dcr se disenaron oligonucleétidos (tabla
lll) con el programa GenScript Real-time PCR con las siguientes caracteristicas:
Longitud de 18 pb, Tm de 60°C, longitud del producto de 60 pb. Las mezclas de
reaccion fueron: 10 ul de mezcla maestra de Sybr green (Applied Biosystems), 2 pl
de cDNA templado (50ng/pl) y 1yl (10uM) de cada uno de los iniciadores. El
programa de PCR consistié en: un ciclo a 95 °C por 5 min, 40 ciclos de (95 °C por
30 s, 65 °Cpor30s,y72°C por40s).

Materiales y métodos, parte Il

Disefio de los constructos con las etiquetas FLAG y c-Myc: El marco de
lectura abierto (ORF, por sus siglas en inglés) sin el codén de paro de los genes
hda-2, set-5, ago1-3, y tmk-3 se amplificaron por PCR punto final a partir del DNA
genomico de T. atroviride con los oligonucledtidos especificos para cada gene
(Tabla I). Los productos se clonaron en el sitio de restriccion Sma | presente en el
vector de expresion pBHD-3'F y -3'M, bajo la direccion del promotor inducible por
acido quinico Pga-2 que contiene el casete de resistencia a higromicina. Las
construcciones generadas para hda-2, set-5, ago1-3, y tmk-3 en pBHD-3'F y -3'M
se amplificaron por PCR con los oligonucleétidos pa-2-Fw y hph-Rv para la
obtencion los constructos hda-2, set-5, ago1-3, y tmk-3 con las etiquetas FLAG o
c-Myc. Los constructos se usaran para transformar los protoplastos de T.
atroviride. Todas las amplificaciones por PCR se realizaron con la polimerasa de
alta fidelidad Herculase Il (Agilent Technologies), la cual no presenta actividad de
transferasa terminal).
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Obtencion de protoplastos de T. atroviride: La generacion de protoplastos se
llevé a cabo de acuerdo al protocolo descrito por (Baek and Kenerley, 1998) con
algunas modificaciones: Se inocularon 10° conidias/ml en 100 ml de medio
PDYCB (24 g/L de Caldo papa dextrosa [DIFCO™], 2 g/L de Extracto de levadura
y 1.2 g/L de Casaaminoacidos), y se incubaron a 28 °C por 48 h con agitacion
constante a 250 rpm. El micelio se colect6 por filtracion, se lavo con aguay 0.5 g
(Peso humedo) se resuspendid en Osmoticum (50 mM de CaCl2, 0.5 M de
manitol, 50 mM de morfolinetano sulféonico [MES], pH 5.5) con 15 mg/ml de
enzimas liticas de Trichoderma harzianum (L1412;Sigma). La mezcla se incubé a
28 °C con agitacion suave por 5 h. Los protoplastos se colectaron por filtracion a
través de una malla de nylon esteril con poros de 100 ym, se agregaron 5 ml de
Osmoticum sobre la malla de nylon para recuperar los protoplastos retenidos. El
filtrado se centrifugd a 1500 rpm por 20 min y el precipitado se resuspendié en
Osmoticum a una concentracion de 1x10® protoplastos/ml.

Transformacion genética de T. atroviride: A 250 pl de protoplastos se le agregd
de 10-20 ug de los constructos etiquetados con Flag y c-Myc. La mezcla se incubé
en hielo por 20 min y se le agreg6 250 pl de PEG-4000 al 60 % y se incubd a
temperatura ambiente por 20 min. De la muestra se realizaron diferentes
diluciones y se mezclaron con 7 ml de medio de seleccién (agar suave 0.8 % y 50
pug/ml de higromicina). Las diluciones se vaciaron en cajas petri con medio
selectivo. Las cajas se incubaron a 28°C por 72 h y se aislaron los protoplastos
regenerados resistentes a higromicina. Las transformantes se seleccionaron al
transferir tres veces una sola colonia a medios de cultivos de PDA adicionada con
300ug/ml de higromicina. Para confirmar la integracion de la construccion, el DNA
genomico de las transformantes resistentes a higromicina se utilizé para amplificar
el ORF de cada gen de interés y el promotor gqa-2 con los oligonucleotidos
correspondientes (Tabla Ill).

Ensayos de inducciéon con acido quinico (AQ): La transformante hda-2-1-3'F y
la cepa wt se crecieron en medio minimo sélido de Vogel 1X (Vogel, 1956)
adicionada con 2% de glucosa sin acido quinico (-QA) o suplementados con 0.1%
de glucosa y 0.3%, 0.6%, 0.8% de QA. Las colonias con 48 h de crecimiento en la
oscuridad se les aplicd un pulso de luz azul (5 min) o se incubaron por 96 h en
ciclos de 12 h luz/oscuridad.
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