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Resumen

“Infiriendo redes de coexpresion de genes de Arabidopsis thaliana durante su
interaccién con Trichoderma spp.”

La interaccidn planta-Trichoderma se ha estudiado desde hace unas décadas
debido a que el hongo promueve el crecimiento vegetal y estimula dos tipos de
resistencia sistémica que vuelven a la planta resistente contra el ataque de
patogenos; 1) la resistencia sistémica inducida relacionada con las vias de
sefalizacion del acido jasmonico/etileno y 2) la resistencia sistémica adquirida
vinculada con las vias de sefializacidn del acido salicilico. Ademas, se ha observado
que después de interaccionar con Trichoderma las plantas generan resistencia a
diferentes tipos de estrés abidtico como sequia, altas concentraciones salinas y
altas temperaturas, por mencionar algunos. Sin embargo, falta esclarecer como
trabajan las vias de sefalizacion en la planta después de ser inoculadas con
Trichoderma que le permiten responder con cierta resistencia a futuras situaciones
de estrés biodtico y/o abiotico. Para poder abordar esta problematica de manera
integral analizamos el transcriptoma de Arabidopsis thaliana después de
interaccionar con T. virens o T. atroviride y en condiciones control (sin interaccion).
Para este proposito realizamos un analisis transcriptomico convencional y un
analisis mediante redes de coexpresion. No encontramos efecto en la induccién de
genes cuando se compararon los genes inducidos por ambas especies (p-val 0.055)
sugiriendo que ambas especies de Trichoderma generan una respuesta en la planta
de manera equiparable. El analisis de enriquecimiento y ontolégico corrobora lo
reportado en la literatura, se observaron procesos enriquecidos como: proceso
metabdlico de camalexinas (GO:0052317), respuesta a acido salicilico
(GO:0009751), respuesta al acido jasmonico (GO:0009753) y la respuesta a hipoxia
(GO:0071456). A partir de un analisis de coexpresidon de redes hipotetizamos que
los mecanismos de defensa de la planta pueden estar relacionados con algunos
mecanismos hipoxicos. Identificamos un factor de transcripcion ERF071 que es
necesario para responder a la hipoxia y podria tener un papel secundario en los
mecanismos de defensa de la planta contra patogenos.

Palabras clave: Hipoxia, transcriptomica, redes de coexpresion, resistencia
sistémica, analisis de enriquecimiento.



Abstract

“Inferring gene co-expression networks of Arabidopsis thaliana during its
interaction with Trichoderma spp.”

The plant-Trichoderma interaction has been studied for a few decades because the
fungus promotes plant-growth and stimulates two types of systemic resistance that
make the plant resistant against pathogen attack; induced systemic resistance linked
to jasmonic acid/ethylene signaling pathways and acquired systemic resistance
linked to salicylic acid signaling pathways. Furthermore, it has been observed that
after interacting with Trichoderma, plants generate resistance to different types of
abiotic stress such as drought, high saline concentrations, high temperatures, etc.
However, it remains to be clarified how the signaling pathways work in the plant after
being inoculated by Trichoderma allows it to respond with certain resistance to future
situations of biotic and/or abiotic stress. To address this problem comprehensively,
we analyzed the transcriptome of Arabidopsis thaliana after interacting with T. virens
or T. atroviride and under control conditions (without interacting). For this purpose
we performed a conventional transcriptomic analysis and an analysis using co-
expression networks. We found no effect on gene induction when the genes induced
by both species were compared (p-val 0.055), suggesting that both Trichoderma
species generate a response in the plant in a comparable manner. The enrichment
and ontology analysis corroborates what was reported in the literature when
enriched processes were observed such as: metabolic process of camalexins
(G0O:0052317), response to salicylic acid (GO:0009751) and response to jasmonic
acid (G0O:0009753). From a network co-expression analysis, we hypothesized that
plant defense mechanisms may be related to some hypoxic mechanisms. We
identified a transcription factor ERF071 that is necessary to respond to hypoxia and
could play a secondary role in plant defense mechanisms against pathogens. When
we worked with the erf071 mutant we observed that it was sensitive to hypoxia using
a dip hypoxia assay. We also observed that inoculation with Trichoderma promoted
resistance against hypoxia. Subsequently, with a pathogen challenge test using B.
cinerea, we observed that erf071 failed to trigger resistance against the pathogen
despite previously interacting with Trichoderma. The opposite phenotype was
observed in the wild-type where the interaction with Trichoderma generated
resistance against B. cinerea

Keywords: Hypoxia, transcriptomics, co-expression networks, systemic resistance,
enrichment analysis.



Introduccion

Podemos definir a las plantas como organismos sésiles cuyas células poseen
paredes celulares compuestas por celulosa y que poseen la maquinaria necesaria
para realizar la fotosintesis (Keeling., 2004; Bowles et al., 2023).

En la naturaleza, las plantas cohabitan con una gran diversidad de organismos
como bacterias, arqueas, hongos, animales herbivoros y otras plantas; de tal
manera que constantemente forman diferentes tipos de asociaciones. Estas
interacciones simbioticas se pueden clasificar en mutualismo, comensalismo vy
parasitismo (Relman, D.A., 2008; Leung & Poulin.,2008).

Las plantas como organismos sésiles han evolucionado para responder a los
factores bidticos y abidticos mediante la reprogramacion de su expresién génica
(Gull et al., 2019), de tal manera que las plantas deben ajustar su metabolismo, su
desarrollo y su reproduccion para mitigar o contrarrestar los efectos negativos del
estrés.

En particular, el estrés bibtico priva directamente al hospedero de sus nutrientes,
genera dafio en los tejidos y si no es contrarrestado de manera adecuada puede
desencadenar la muerte del hospedero (Gull et al., 2019). Por otra parte, existen
microorganismos mutualistas que al interactuar con la planta desencadenan efectos
positivos como una mejora en la absorcién de los nutrientes, la promocion del
crecimiento vegetal y la resistencia contra organismos patégenos (Rodriguez et al.,
2019).

Las plantas responden a los microorganismos al reconocer moléculas conservadas
conocidas como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, siglas en
inglés, Pathogen-associated molecular pattern) o patrones moleculares asociados
a microorganismos (MAMPs, de sus siglas en inglés microorganisms -associated
molecular pattern ) (Jones & Dangl, 2006). Se ha reportado que las vias de
sefalizacion de la respuesta inmune en las plantas después de interactuar con
patdgenos u organismos benéficos tienen puntos de convergencia, pero no esta
claro qué factores determinan que la planta distinga entre ambos y se establezca
una relacion mutualista o de parasitismo (Rodriguez et al., 2019).

Se han propuesto metodologias para entender las relaciones planta-
microorganismo a partir de la implementacion de las ciencias émicas, herramientas
bioinformaticas y el uso de datos masivos (Aizat et al., 2018; Rodriguez et al., 2019).
Al combinar el conocimiento bioldgico, con los datos experimentales y el modelado
computacional se puede llegar a comprender mejor los mecanismos de interaccion
entre organismos (Karlebach & Shamir, 2008).



Particularmente, la transcriptémica es una herramienta que proporciona informacién
sobre la expresion génica de un organismo. Esta metodologia se basa en la
purificacion y caracterizacion de moléculas de ARN mensajeros que participan en
un proceso celular especifico bajo un estimulo determinado (Wirthmueller et al.,
2013). Debido a la gran informacién que nos proporciona la transcriptomica,
recientemente se ha empleado esta técnica como una estrategia ampliamente
utilizada para descifrar las interacciones ecologicas entre organismos de diferentes
reinos.

El analisis de redes de coexpresion, a partir de datos transcriptomicos, ha resultado
ser una buena metodologia para el analisis de expresidn génica debido a la
integracion de variables que nos pueden evidenciar relaciones funcionales a partir
de los patrones de expresion (Tzfadia et al., 2016; Ballouz et al 2015). Una
asociacion génica implica que dos o mas genes comparten una relacion funcional
ya sea que estén involucrados en el mismo proceso bioldgico; o que estén
involucrados en vias compensatorias con funcion aparente no relacionada. En otras
palabras, una coexpresion génica potencialmente podria evidenciar una relacion
bioldgica funcional (Boucher & Jenna, 2013).

Estrés en las plantas

El estrés se define como una condicion desfavorable o atipica que tenga como
resultado alteraciones en el metabolismo o el desarrollo del individuo (Lichtenthaler,
H. K.,1998). En la naturaleza, las plantas estan sometidas constantemente a
factores abidticos y bidticos los cuales pueden desencadenar estrés. El estrés
abidtico es provocado por factores fisicoquimicos como la temperatura, la salinidad,
la humedad, la cantidad y la calidad de luz, por mencionar algunos (Gull et al., 2019;
Rejeb et al., 2014). Por otro lado, se define al estrés bidtico como cualquier
alteracion causada por algun otro organismo vivo o entidad biolégica como los virus
(Gull et al., 2019; Rejeb et al., 2014).

Lichtenthaler (1998), menciona que existen notables diferencias entre el estrés a
corto y largo plazo ademas de estrés moderado y estrés intenso; ya que, segun sea
el tipo de estrés, las plantas responden mediante diferentes mecanismos.
Generalmente, el estrés abiético moderado esta determinado por el ambiente donde
se desarrollan las plantas y no siempre culmina en la muerte ya que algunas plantas
que son sometidas a algun tipo de estrés abiodtico llegan aclimatarse (Verma et al.,
2013). Por otra parte, el estrés biotico priva directamente al huésped de sus
nutrientes, genera dano a los tejidos vegetales y si no es contrarrestado por la planta
de manera adecuada, termina en la muerte del hospedero ya que, el estrés bibtico
generalmente es grave y de tiempo prolongado. Cuando el estrés es grave excede
los limites de tolerancia de la planta sobrecargando su capacidad de adaptacion y
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como resultado se genera un dafio permanente o termina en la muerte del huésped
(Gull et al., 2019; Lichtenthaler, H. K.,1998).

Estas tensiones denominadas conjuntamente como estrés pueden desencadenar
en la planta, la reprogramacion de la expresion génica, cambios en el metabolismo
celular, cambios en la asimilacién de dioxido de carbono (COz), alteraciones en la
fase vegetativa y fase reproductiva (Gull et al., 2019; He et al., 2018; Zinta et al.,
2016).

Con la finalidad de mitigar los dafios causados por factores bi6ticos, las plantas han
desarrollado diferentes barreras de defensa que incluyen mecanismos fisicos,
quimicos e inmunes (Nishad et al., 2020; Gull et al., 2019; He et al., 2018; Jones &
Dangl., 2006). Dentro de las barreras fisicas podemos mencionar la formacion de la
cuticula cerosa, engrosamiento de la pared celular, la presencia de espinas,
estomas y tricomas. En contraste las barreras quimicas incluyen la sintesis de
compuestos que pueden ser toxicos para los atacantes o pueden atraer a los
antagonistas naturales de los atacantes de las plantas. Estos compuestos son de
naturaleza quimica muy variada como terpenos, alcaloides, compuestos fendlicos,
antibioticos, pequenos péptidos, etc. (Chaudhary et al., 2018; Li et al., 2020; Ziv et
al., 2018).

La respuesta inmune de las plantas ocasionada por el estrés bidtico se puede
clasificar en respuesta local o respuesta sistémica (Kamle et al., 2020; Jones &
Dangl, 2006). La respuesta local depende de la inmunidad innata de cada célula 'y
se desencadena en el sitio de la infeccidén (Jones & Dangl, 2006). Por el contrario,
existen dos tipos de resistencia sistémica; la resistencia sistémica inducida (ISR, de
sus siglas en inglés, Induced Systemic Resistance) y la resistencia sistémica
adquirida (SAR, de sus siglas en inglés Acquired Systemic Resistance) ambas
caracterizadas por la participacion de sefales quimicas que emanan de los sitios de
infeccion y viajan hacia tejidos distales o a otras plantas para anticipar una
respuesta inmune antes de ser atacadas por los patégenos (Jones & Dangl, 2006;
Ausubel, 2005; Chisholm et al., 2006; Riedlmeier et al., 2012; Dempsey & Klessig
et al 2012).

Resistencia local

Los MAMPs/PAMPs presentes en los microorganismos actuan como ligandos
especificos para receptores transmembranales ubicados en la membrana celular de
las plantas. Estas proteinas receptoras se denominan receptores de reconocimiento
de patrones (PRR, de sus siglas en inglés Pattern-recognition receptors) (Jones &
Dangl, 2006; Zipfel, 2009). Esta interaccion entre ligando-receptor induce
respuestas celulares como la respuesta transcripcional rapida, un reajuste de
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moléculas redox y la sintesis de especies reactivas de oxigeno (ROS, de sus siglas
en inglés reactive oxygen species), lo que finalmente desencadena una respuesta
inmune en la planta conocida como inmunidad desencadenada por PAMPs (PTI, de
sus siglas en inglés PAMPs triggered immunity) (Jones & Dangl, 2006; Zipfel, C.,
2009). Esta comunicacion entre reinos se debe a un complejo y delicado proceso
de coevolucion sujeto a la seleccidon natural (Jones & Dangl, 2006; Cummins et al.,
2017; Gouveia et al., 2017).

Algunos microorganismos poseen moléculas conocidas como efectores con la
capacidad de suprimir la inmunidad de la planta, lo que da como resultado la
susceptibilidad activada por efectores (ETS, de sus siglas en inglés effector-
triggered susceptibility) (Jones & Dangl, 2006; Ramirez-Valdespino et al., 2019).Las
moléculas efectoras pueden ser reconocidas por receptores citoplasmaticos de las
plantas conocidos como receptores de unidn a nucleotidos y de repeticiones ricas
en leucina (NB-LRR, de sus siglas en inglés nucleotide binding-leucine rich repeat).
Las proteinas NB-LRR pueden reconocer efectores de patégenos de diferentes
reinos y activan una segunda respuesta de defensa conocida como inmunidad
activada por efectores (ETI, de sus siglas en inglés effector-triggered immunity) lo
que comunmente desencadena la muerte celular en el sitio infectado; por esta razén
la ETI es eficaz contra patogenos biotréficos (organismo que viven en relacion con
el hospedero) pero no contra los patdogenos necrotréficos; ya que estos ultimos
obtienen nutrientes a partir de células muertas. Este mecanismo de zigzag de la
defensa de la planta fue propuesto por Jones & Dangl (2006) y se conoce como
modelo coevolutivo de resistencia/susceptibilidad.

Resistencia sistémica adquirida (SAR, de sus siglas en
inglés acquired systemic resistance)

Las plantas después de ser atacadas por organismos patogenos desarrollan un tipo
de resistencia contra ataques posteriores en tejidos distales. Este tipo de resistencia
mejorada se conoce como SAR y se sabe que es eficaz para evadir microrganismos
biotrofos/hemi-biotrofos (Conrath, U., 2006). Generalmente la SAR es
desencadenada por patdogenos, aunque también se ha reportado la induccién de
SAR por especies benéficas asociadas a la raiz como Trichoderma spp. (Frias et
al., 2013; Govrin & Levine., 2002; Nawrocka & Matolepsza., 2013). La SAR se
caracteriza por una acumulacion de acido salicilico (SA, de sus siglas en inglés
salicylic acid) por la expresion de genes que codifican para proteinas relacionadas
con la patogénesis (PR), la movilidad de moléculas como el glicerol-3-fosfato (G3P),
el acido azelaico (AzA) y la sefalizacion de lipidos. En conjunto estos factores
sensibilizan a la planta para responder mas eficaz y rapidamente contra ataque



posteriores (Malamy et al., 1990; Maldonado et al., 2002; Kachroo et al., 2020;
Kachroo et al., 2022).

El SA esencial durante el estrés en las plantas. Se han propuesto dos vias
biosintéticas del SA en plantas una citosélica y la otra cloroplastica, sin embargo,
ambas empiezan con el corismato como precursor (Chen et al., 2009). Se ha
reportado que en Arabidopsis thaliana las vias de sefializacion del SA son activadas
por la proteina receptora NPR1(No expresor de genes PR-1) (Liu et al., 2020). NPR1
es un coactivador transcripcional de genes relacionados con la patogénesis (PR, de
sus siglas en inglés pathogenesis related). Tras la acumulacion de SA, NPR1 se
transloca al nucleo donde interactua con factores de transcripcion de dominio
basico/cremallera Leu (bZIP)(TGA) para activar la respuesta SAR (Spoel et al.,
2003; Weigel et al., 2005; Chen et al., 2019). El transito de moléculas moviles en la
planta es importante para desencadenar la SAR. Algunas de estas moléculas viajan
por el floema de la planta para transmitir la sefial sistémica (Park et al., 2007; Singh
et al., 2017). Otras como el MeSA se presentan en estado gaseoso y se transmiten
por el aire para promover la SAR en tejidos distales o en otras plantas vecinas
(Shulaev et al., 1997) (Figura 1).

e it L

Figura 1. Resistencia Sistémica Adquirida (SAR). 1 Punto de infeccidn inicial en
tejido foliar por el patdogeno y reconocimiento de este a través de la interaccidn entre
PRR y PAMPs. 2. Acumulacion de SA 3. Tras la acumulacion de SA, NPR1 se
transloca al nucleo donde interactua con los factores de transcripcion (bZIP)(TGA)
para activar la respuesta SAR. 4a. Cuando la concentracion de SA llega a cierto
umbral se induce SAMT una enzima que convierte el SA en éster metilico (MeSA)



un compuesto volatil que se transmite por el aire para activar SAR en tejidos
distales. 4b También se ha reportado la participacién del floema para transportar
moléculas no volatiles y activar SAR en tejidos distales.

Resistencia sistémica inducida (ISR de sus siglas en
ingles induced systemic resistance)

La ISR es un mecanismo por el cual la planta mejora de manera sistémica la
resistencia contra fitopatdgenos necrotréficos e insectos herbivoros. Este
mecanismo se desencadena después de que la planta interacciona con grupos
especificos de bacterias, oomicetos y/u hongos considerados como beneficios
mutualistas (Pieterse et al., 2014; Romera et al.,2019). Los organismos que logran
inducir la ISR se denominan rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPR de sus siglas en inglés Plant growth-promoting rhizobacteria) para todos
aquellos microorganismos que pertenecen al reino bacteria y los que pertenecen al
reino fungi se denominan hongos promotores del crecimiento vegetal (PGPF de sus
siglas en inglés Plant growth-promoting fungi). Los PGPR y PGPF viven en
comunidades cercanas a las raices vegetales, area denominada como rizosfera. La
rizosfera es una zona muy dinamica donde constantemente ocurre una
transferencia de masa y energia por lo cual es considerada como una zona de
interés para el estudio de la ecologia trofica. Dentro de los microorganismos PGPR
podemos mencionar algunas especies de Pseudomonas y Bacillus; mientras que
Trichoderma y hongos micorrizicos son algunos ejemplos de PGPF (Pieterse et al.,
2014; Romera et al.,2019).

Después de la colonizacion de las raices vegetales por los organismos benéficos,
se desencadena un reajuste hormonal en la planta donde el JA/ET (de sus siglas
en inglés jasmonic acid / ethyelene) tienen un papel predominante independiente a
la sefalizacion del SA (Pieterse et al., 1996; Pieterse et al., 1998; Ahn et al., 2007).
Ademas del papel de las hormonas la ISR se caracteriza por la expresion de genes
gue usualmente se usan como marcadores para esta via de sefializacion como
PDF1.2 y LOX2, debido a que se ha observado su expresion después de que la
célula vegetal reconoce un PAMPs/MAMPs (Cao et al., 1997). PDF1.2 codifica para
una defensina vegetal, la cual se acumula en tejidos foliares después de la
interaccion planta-microorganismo.

Manners et al. (1998) reportd que la secuencia promotora de PDF1.2 responde al
JA pero no al SA cuando usaron como gen reportero 3-glucuronidasa (GUS). Estas
observaciones son congruentes con el hecho de que el JAy SA se rigen por distintas
vias de senalizacion. Por otra parte, LOX2 codifica para una lipooxigenasa que
cataliza la hidroperoxidacién de lipidos que contienen una estructura cis,cis-1,4-



pentadieno. LOX2 puede usar como sustrato el acido linoleico e iniciar la via de
sintesis del JA (Bell et al., 1995; Bannenberg et al., 2009).

Se ha reportado que en A. thaliana la sefializaciéon del JA esta regulada con
precision por el factor de transcripcion MYC2. MYC2 interacciona con el extremo C-
terminal de la proteina represora dominio jasmonato-zim (JAZ). En estado de reposo
MYC2 y JAZ forman una interaccion proteica que bloquea parcialmente la cascada
de sefalizacion de JA. Sin embargo, en presencia del conjugado Ja-isoleucina (JA-
lle) se rompe dicha interaccién y MYC2 pasa a un estado activo (Wu et al., 2020;
Song et al., 2022). Suza & Staswick (2008) reportaron que el componente con
mayor actividad biologica funcional es el conjugado JA-lle; el cual es sintetizado por
la enzima JASMONATE RESISTANT 1 (JAR1) que a su vez es dependiente de
adenosin trifosfato (ATP). Cuando se acumula una gran cantidad de JA-lle en el
citosol celular, el transportador JAT1/AtABCG16 facilita el transporte de Ja-lle hacia
el nucleo donde interactua con JAZ para degradarlo a través del proteosoma 26S
(Li et al., 2017) liberando asi a MYC2(Figura 2).

Ademas de ser un regulador central de la senalizacion del SA, NPR1 también
desempefia una importante funcidén en la sefalizacion del JA (Spoel et al., 2003).
NPR1 interactua con miembros de la familia TGA/OBF de factores de transcripcion
bZIP, que se ha demostrado se unen especificamente al motivo TGACG en los
promotores diana, regulando asi la transcripcion genética (Zhou et al.,2000). Los
genes LOX2, VSP y PDF1.2 que responden a JA contiene en uno o mas motivos
TGACG en sus promotores, este hecho sugiere la represion de estos genes
causada por NPR1 lo cual podria explicar el comportamiento antagonico entre el JA
y el SA (Spoel et al., 2003).
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Figura 2. Resistencia Sistémica Inducida (ISR). 1 Los PGPR/PGPF interaccionan
con la raiz de la planta huésped y se produce el reconocimiento a través de la
interaccion entre PRR y MAMPs. 2. La interaccion entre PRR y MAMPSs induce la
expresion de genes LOX los que intervienen en la sintesis de JA. 3 Tras la
acumulacion de JA la enzima JAR1 sintetiza el conjugado Ja-lle. 4. El conjugado
JA-lle se transloca al nucleo e interacciona con el represor JAZ para liberar a MYC2.
El factor de transcripcion MYC2 junto con MYB72 activan la respuesta ISR. La sefal
sistémica que desencadena la ISR en los tejidos distales esta relacionada con la
transduccion de sefales del JA/ET

Trichoderma como organismo benéfico

En décadas recientes investigaciones cientificas se han enfocado en el estudio de
las interacciones benéficas debido a las implicaciones que éstas tienen y sus
potenciales aplicaciones en la agricultura (Bhattacharyya & Jha., 2012). Dentro de
los organismos benéficos mutualistas mas estudiados se encuentra a los hongos
filamentosos y cosmopolitas del género Trichoderma.

Trichoderma spp. son considerados agentes de biocontrol debido a su capacidad
de antagonizar patdgenos en la rizosfera, ademas un bioestimulante por promover
el crecimiento de las plantas. Algunos mecanismos reportados que Trichoderma usa
para antagonizar a los fitopatdégenos son la sintesis de compuestos antibidticos, el
micoparasitismo, y la competicion por el espacio y los nutrientes (Pal & Gardener,
2006; Tyskiewicz et al., 2022).



Existen reportes de la induccidon de la SAR y la ISR en plantas después de ser
colonizadas por algunas especies del género Trichoderma a pesar de que estas
rutas se consideran antagonicas debido a la diafonia de las hormonas (JA/ET, SA)
(Salas-Marina et al., 2011; Salas-Marina et al., 2015; Shoresh et al., 2010; Harman
et al., 2004; Adnan et al., 2019). Salas-Marina et al (2011) observaron que plantas
de A. thaliana inoculadas con T. atroviride se volvieron resistentes contra la bacteria
hemibiotrofica Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 y el hongo necrotréfico B.
cinérea. Ademas, observaron la induccion de los genes PR-1a y PR-2 involucrados
en la SAR. Del mismo modo observaron la induccion de PDF1.2 y LOX-1
relacionados con la ISR. Este reporte muestra la induccidén y modulacién de la SAR
y la ISR por Trichoderma para evadir y contrarrestar futuros ataques por patégenos
sin importar su estilo de vida.

Ademas de conferir resistencia contra patdgenos, se ha reportado que Trichoderma
logra aliviar el estrés abiotico en las plantas (Zaidi et al., 2014). Rawal et al. (2022)
reportaron que la cepa de Trichoderma asperelloides-NT33 conferia resistencia al
estrés por déficit de agua en plantas de tomate (Solanum lycopersicum) después de
su inoculacién. Otros estudios han reportado la resistencia contra bajas
temperaturas en S. lycopersicum después de haber interaccionado con T.
asperrellum (Cornejo-Rios et al., 2021). Finalmente, se ha observado la tolerancia
a la salinidad en plantas de pepino (Cucumis sativus) después de su interaccion con
T. atroviride HN082102.1(Zhang et al., 2022). En el presente estudio encontramos
que T. atroviride(IMI206040) logré desencadenar la resistencia contra la hipoxia
(déficit de oxigeno (O2). Ademas, hipotetizamos que la resistencia a la hipoxia se
relaciona a nivel funcional con la respuesta de defensa de la planta contra los
patdgenos a traveés de la induccion de un factor de transcripcion de la familia VII de
respuesta a etileno (ERF-VII) (Vega-Arroy et al., 2024)

Hipoxia en las plantas

Las plantas son organismos aerobios que necesitan oxigeno para la respiracion y
su metabolismo energético. La hipoxia es un estado de deficiencia de oxigeno que,
cuando las plantas detectan esta condicidn se adaptan modificando el crecimiento
y el metabolismo (Loreti & Perata., 2020). En la naturaleza, las plantas experimentan
hipoxia durante lluvias excesivas o en suelos inundados, lo que resulta en una
disminucion de la concentracion de oxigeno en la rizosfera (Loreti & Perata., 2020).
Se sabe que los factores de transcripcion de la familia VIl de respuesta al etileno
(ERF-VII) disminuyen el estrés por hipoxia en las plantas (Giuntoli & Perata., 2018;
Loreti & Perata., 2020). Por ejemplo, algunos tipos de arroz se han adaptado a la
hipoxia gracias a factores de transcripcion conocidos como “snorkels” que
responden al etileno, permitiéndoles adaptar su crecimiento en ausencia de O
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(Nagai et al., 2022). En A. thaliana el oxigeno controla la estabilidad de las proteinas
pertenecientes a la familia ERF-VII (Zubrycka et al., 2023; White et al., 2018; Loreti
& Perata., 2023).

Los ERF-VII son factores de transcripcion caracterizados por un residuo de cisteina
(Cys) en su extremo amino terminal (N-terminal). En condiciones normales de
oxigeno la Cys se oxida constitutivamente por una clase de enzimas llamadas
cisteina oxidasas de plantas (PCO). Cuando la Cys es oxidada, los ERF-VII son
degradados por el proteasoma (Weits et al., 2014). Bajo condiciones de hipoxia los
ERF-VII son estables dado que el déficit de oxigeno impide la oxidacion del residuo
Cys, por lo que los ERF-VII se translocan al nucleo donde activan la transcripcion
de genes anaerobicos (Gasch et al., 2014). Hinz et al. (2010) observaron que el
factor de transcripcion RAP2.2 (At3g14230) de A. thaliana era necesario para hacer
frente a la hipoxia. La sobreexpresion de RAPZ2.2 dio como resultado una mejor
supervivencia de las plantas bajo estrés por hipoxia, mientras que las lineas que
contenian la version mutante del gen presentaron tasas de supervivencia mas bajas
que las lineas silvestres (WT) (Hinz et al., 2010). EI ERF074 (At1g53910) con una
cisteina N-terminal es necesario para mitigar la hipoxia. ERF074 es blanco de las
proteinas PCO1y PCO2 para su posterior degradacién en condiciones de normoxia;
en ausencia de O2 ERF074 se acumula en el nucleo donde induce genes de
respuesta a la hipoxia como el gen ADH1(Licausi et al., 2011; Weits et al., 2014).

En la naturaleza, cualquier proceso biologico es el resultado de un complejo
mecanismo de asociacion e interconexiéon de genes que trabajan juntos para
responder a una necesidad fisiolégica. Algunos autores han propuesto que la
hipoxia pudiera desencadenar la resistencia contra patdogenos en las plantas,
sugiriendo asi vias de sefalizacién cruzada entre la hipoxia y la activacion del
sistema inmunoldgico (Tang & Liu., 2021).

En resultados previos, a partir de un transcriptoma y un analisis de redes de
coexpresion génica hipotetizamos que el locus At2G47520 inducido por T. atroviride
y/o T. virens puede tener un papel dual mitigando la hipoxia y de manera directa o
indirecta modifica la expresién de genes relacionados con la defensa (Vega-Arroy
et al., 2024). El locus At2G47520 codifica para un factor de transcripcion ERF071 el
cual tiene el dominio proteico de interés AP2/ERF y una cisteina N-terminal que es
blanco de las PCO. El dominio AP2/ERF es de union a DNA que potencialmente se
une a la secuencia promotora GCC-box conocida por estar presente en genes
involucrados en la resistencia a patogenos en A. thaliana (Brown et al., 2003;
Gutterson & Reuber., 2004).
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La era de las ciencias dmicas

El hecho de que Trichoderma spp. estimule y prepare a las plantas contra futuros
desafios bidticos y abioticos sugiere un complejo mecanismo de respuesta por parte
de la planta hacia su simbionte asociado. A pesar de existir una gran cantidad de
estudios cientificos sobre la interaccion planta-Trichoderma desde hace algunas
décadas, hace falta integrar la informacién que nos lleve a dilucidar las complejas
vias de senalizacion entrecruzadas en la planta que le permiten adaptarse al estrés
y sobrevivir. Con el desarrollo de las ciencias dmicas (genodmica, transcriptomica,
protebmica, metabolomica, etc.) se abre una oportunidad para analizar este
fendmeno desde una perspectiva totalmente integral. Dai & Shen (2022) definen a
las ciencias 6micas como el analisis y sondeo de datos masivos que representan la
composicion y funcion de un sistema biolégico completo bajo un estado y/o estimulo
determinado.

Gonzalez-Lopez et al. (2021) a partir de un enfoque protedmico observaron que el
secretoma de T. atfroviride estaba enriquecido en enzimas como endopeptidasas,
glicosidasas y deshidrogenasas mientras que el secretoma de las plantas estaba
enriquecimiento en peroxidasas y enzimas relacionadas con el catabolismo de
metabolitos secundarios. Evidenciando asi, como este tipo de interacciones planta-
Trichoderma tienen gran actividad quimica transformando moléculas y metabolitos
secundarios.

A partir de un analisis metaboldémico (analisis masivo de metabolitos presentes en
una célula o tejido), se destaca la participacion de los azucares en la inmunidad
innata contra patégenos bacterianos en A. thaliana, el pretratamiento exégeno con
fructosa, glucosa, sacarosa o glicerol aumenté la inmunidad innata contra la
infeccion causada por el patégeno bacteriano Pseudomonas surgery pv. soupe ( Pst
) DC3000 (Qian et al., 2015).

Transcriptomica

En particular, la transcriptomica (analisis de todos los ARNm en un organismo,
organo o tejido) ha hecho grandes aportaciones al entendimiento de cualquier
proceso biologico evidenciando la regulacion de la expresion génica a un nivel
transcripcional (Lowe et al., 2017).

A partir de analisis transcriptdmicos se ha podido dar grandes avances en el
entendimiento de la interaccién planta-Trichoderma. Aplicando la transcriptdmica en
plantas de tomate inoculadas con Trichoderma harzianum T34 dio como resultado
la identificacion de 11 factores de transcripcidn en la planta relacionados con la
defensa sistémica (ISR y SAR) pertenecientes a diferentes familias, entre ellos
MYB13, ERF3, MADS box, por mencionar algunos (Aamir et al.,2023). De palma et
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al. (2019) reporto la regulacion diferencial de una gran cantidad de genes que
codifican transportadores de nutrientes, lo cual indico un fuerte efecto en los
procesos de nutricidn de las plantas de tomate después de su interaccién con T.
harzianum, profundizando en la expresion genética se evidencio la participacion de
la metilacion de la citosina y mecanismos de empalme alternativos en la interaccion
planta-Trichoderma (De palma et al.,2019). Otro estudio transcriptomico interesante
fue publicado por De palma et al (2021) quienes inocularon plantas de tomate con
Trichoderma longibrachiatum y reportaron una reprogramacion transcripcional.
Ademas, identificaron transcritos de genes relacionados con procesos
fotosintéticos, floracion, y mecanismos de defensa, que condujeron a un fenotipo de
recuperacion mejorada al estrés hidrico

Recientemente se han propuesto metodologias basadas en los patrones de
coexpresion de genes que permiten la construccion de grupos de genes con
potencial agrupacion funcional, como el analisis de redes de coexpresion (Garcia-
Ruiz et al., 2021).

Redes de coexpresion

En particular, el analisis de transcriptoma mediante redes de coexpresién ha
mostrado tener Optimos resultados para identificar genes reguladores clave,
marcadores genéticos y modulos biolégicamente funcionales (Zhang et al., 2019;
Al-Harazi et al., 2021). El analisis de redes de coexpresion se fundamenta en la
teoria de grafos originada en 1736 por Leonhard Euler. Sin importar la complejidad
de una red, esta estara formada por nodos (punto de origen de la ramificacion) y
aristas (ramificacion que surge del nodo) (Euler,1741). El analisis de redes aplicado
en la transcriptdmica es una metodologia novedosa que permite descubrir
comunidades de genes cuyos niveles de ARNm estan altamente correlacionados
entre las muestras. La anotacion posterior de las comunidades a menudo revela
funciones bioldgicas y potencialmente enriquecimientos funcionales (Garcia-Ruiz et
al., 2021; Montenegro, J. D., 2022). Pons & Latapy (2005), definen a una comunidad
como un subgrafo denso, dentro de un grafo disperso y propusieron una medida de
similitud entre nodos la cual se fundamenta en caminos aleatorios para poder
identificar comunidades en redes complejas. A partir de las medidas de centralidad
de un nodo podemos identificar nodos importantes centrales (HUB) que aportan
mayor estabilidad a la red y discernir de aquellos nodos que no influyen mucho
sobre la misma (Wang et al., 2022).
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Justificacion

El estudio de la interaccion planta- Trichoderma como una simbiosis benéfica tiene
repercusiones significativas en la agricultura sostenible y en la proteccion del medio
ambiente debido a su potencial uso como agente de biocontrol. Ademas, su uso
como bioestimulante del crecimiento y desarrollo vegetal contribuye potencialmente
al fortalecimiento de la seguridad alimentaria.

En el grupo de gendmica funcional y comparativa, estudiamos la interaccion planta-
Trichoderma desde hace algunas décadas con el propdsito de identificar genes que
estén involucrados en la defensa de la planta y la promocion del crecimiento
inducidos por este hongo benéfico. Nuestro laboratorio ha contribuido de manera
sustancial a la generacion de conocimiento bajo métodos convencionales y
proponiendo metodologias novedosas haciendo uso de las ciencias émicas. Por
otra parte, en el laboratorio de inteligencia artificial y bioinformatica del Centro
Nacional de Supercomputo (CNS), abordamos diferentes problematicas haciendo
uso de datos masivos y alta capacidad de computo. La colaboracion entre ambos
laboratorios demuestra como la interdisciplinariedad en la ciencia favorece la
resolucion de problemas proponiendo soluciones desde diferentes perspectivas.
Por estas razones, en este proyecto nos propusimos analizar la interaccion planta-
Trichoderma, usando como modelo de estudio a la planta Arabidopsis thaliana y al
hongo benéfico Trichoderma spp. con el propdsito de desentrafiar los mecanismos
moleculares subyacentes en la planta después de ser inoculada con el hongo
benéfico. Este trabajo se desarroll6 en dos etapas: la primera fue realizar un analisis
bioinformatico usando datos transcriptomicos para identificar genes relevantes
durante este fendmeno de estudio. Posteriormente, se planteé caracterizar la
funciéon de los genes candidatos de manera experimental usando fenotipos
mutantes de la planta y ensayos de reto con patdogeno y reto con hipoxia.

En el presente estudio, analizamos el papel de At2G47520 inducido por T. atroviride
para mitigar el estrés hipoxico e indagar acerca de su funcidn en los mecanismos
de defensa, trabajando con lineas silvestre de A. thaliana y mutantes erfO71
(SALK_052858C) con y sin interaccion con T. atroviride.
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Objetivos

° Objetivo general

Realizar el analisis transcriptdmico y determinar los mecanismos de defensa de
Arabidopsis thaliana durante su interaccion con Trichoderma spp. a partir de redes
de coexpresion.

° Objetivos particulares

1. Analizar la expresion diferencial de los genes de A. thaliana durante su
interaccion con Trichoderma atroviride o Trichoderma virens a las 48, 72 y
96 horas de interaccion.

2. Inferir in silico una red de coexpresion de los genes de Arabidopsis thaliana
usando herramientas bioinformaticas.

3. Validar de manera experimental la expresion de genes candidatos del
analisis de redes de coexpresion mediante RT-PCR .
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Metodologia

Condiciones de crecimiento para Arabidopsis thalianay Trichoderma spp.

Se utilizé el ecotipo Columbia (Col-0) de Arabidopsis thaliana como planta modelo
de estudio y T. atroviride (imi206040) y T. virens como organismos colonizadores
para el ensayo de interaccion. las cepas de Trichoderma se inocularon y crecieron
en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 28°C en oscuridad.
Las semillas de A. thaliana Col-0 se esterilizaron mediante lavados consecutivos
con solucion de hipoclorito de sodio al 20% y solucion de etanol al 75%.
Posteriormente, las semillas se enjuagaron con agua destilada en condiciones
estériles. Las semillas de A. thaliana se germinaron en medio Murashige y Skoog
(MS) [4.4 g/L]. Posteriormente, se incubaron durante 12 dias a 37+1°C con un
fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad.

Ensayo de interaccidon Arabidopsis thaliana—Trichoderma spp.

A los 12 dias de edad las plantas fueron inoculadas con T. atroviride o T. virens.
Para los grupos control se utilizaron plantas sin inocular. Posteriormente, se
colectaron muestras biologicas a las 48, 72 y 96 horas después de la inoculacion
(hpi) tanto para los grupos control como para las diferentes interacciones. Las
muestras colectadas fueron congeladas en nitrégeno liquido para su posterior uso.

Extraccion de ARN, preparacion de genotecas y secuenciacion

En trabajos previos se generaron las genotecas como se describe a continuacion.
La extracciéon de material gendmico se realizé utilizando el método reportado por
Ferdous et al., (2012) con ligeras modificaciones. El ADN fue precipitado con
isopropanol a -20°C durante la noche. La integridad del ADN se visualiz6 mediante
electroforesis en gel de agarosa [0,8%]. Para purificar el ARN, las muestras se
trataron con ADNasa utilizando el kit comercial TURBO DNA-free™ KIT (Ambion,
Life Technologies). EI ARN se cuantific6 en el equipo Epoch Microplate
Spectrophotometer (BioTek®) a la DO de 260 y 280 nm (nandmetros). La integridad
del ARN se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante
[1%]. Finalmente, se generaron 27 librerias a partir del ARN total y se secuenciaron
de manera pareada con la tecnologia illumina Hiseq 2500 por el Laboratorio
Nacional de Gendmica para la Biodiversidad, LANGEBIO.

Recoleccion y procesamiento de datos

Se realizé un analisis transcriptomico de 27 librerias durante la interaccion de A.
thaliana con T. atroviride y T. virens en tres tiempos de interaccion 48, 74 y 94 hpi,
y sus respectivos controles. Cada biblioteca de interaccion (Arabidopsis
(T.atroviride) y Arabidopsis(T.virens)) y controles (A. thaliana sin interaccion)
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consistidé en 3 réplicas biolégicas independientes. Los conjuntos de datos de
expresion génica se procesaron utilizando el software R version 4.2.1 (2022-06-23
ucrt) (https://www.R-project.org/) y RStudio Team (2022). RStudio: Desarrollo
integrado para R. RStudio, PBC, Boston, MA URL (http://www.rstudio.com/) versién
2022.7.1.554.

Analisis de calidad y mapeo de las lecturas al genoma de referencia

Se realiz6 un analisis de calidad de los archivos FASTQ. Los fragmentos con un
Phred > 30 se consideraron de alta calidad y se utilizaron para el mapeo. Las
lecturas se mapearon a un genoma concatenado de referencia (A.thaliana-
T.atroviride-T.virens). El genoma concatenado se realizé a partir de los genomas de
referencia reportados por TAIR (The Arabidopsis Information Resource) version
TAIR10 y para T. atroviride y T. virens reportados por Ensemb| Fungi
(https://fungi.ensembl.org)  version IMI_206040_v2.0 y  ASM17099 v1
respectivamente. El mapeo de las lecturas se realizé utilizando el software HISAT2
y un script bash (Kim et al., 2019). Las lecturas mapeadas se cuantificaron con la
herramienta featureCounts del paquete SubRead (Liao et al., 2019). Con estas
cuantificaciones, se generd una matriz de conteos con un script R propio.

Analisis de expresion diferencial

El analisis de expresion génica diferencial se realizd con el paquete edgeR
utilizando la matriz de cuentas como elemento de entrada. Los factores de
normalizacion y variabilidad se calcularon con las funciones calcNormFactors(x) y
estimateDisp(x) respectivamente. Posteriormente, los datos se ajustaron mediante
una prueba de razon de verosimilitud (funcion gimFit(x)) y se calcul6 un coeficiente
para contrastes multiples con la funcion gimQLFTest(x). Finalmente, se realizaron
contrastes para identificar cambios en la expresion génica en condiciones control y
en condiciones de interaccion planta-microorganismo, con lo cual se generd una
matriz de expresion diferencial para cada contraste (Robinson et al., 2010).

Construccion y analisis de red de coexpresiéon

Se generaron dos redes de coexpresion génica (Arabidopsis(T.virens) y
Arabidopsis(T.atroviride)). Cada uno de los resultados de los contrastes de
expresion diferencial (Arabidopsis(T.virens) y Arabidopsis(T.atroviride)) se filtraron
utilizando el estadistico de tasa de falsos descubrimientos (FDR) y un umbral de
FDR = 0,001. Los genes resultantes se utilizaron para generar la matriz de
correlacion utilizando el método de Spearman. Método definido en la funcién cor(x)
del paquete base R. Se realizd una prueba de correlacion para cada correlacidén con
las funciones cor.test(x) del paquete base R. Las correlaciones se filtraron utilizando
un umbral de FDR = 0,001. Las correlaciones resultantes se utilizaron para construir
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redes de coexpresion geénica. El analisis y visualizacion de la red se llevo a cabo
utilizando el paquete igraph con el lenguaje de programacién R (Csardi & Nepusz.,
2014).

Las dos redes de coexpresion Arabidopsis(T. virens) y Arabidopsis(T. atroviride)
formadas por 1.185 y 1.179 nodos respectivamente se filtraron utilizando una
puntuacion. La puntuacién es el producto de las medidas de centralidad, cercania 'y
autoridad. Utilizando la puntuacion en orden decreciente, utilizamos los mejores 450
nodos y generamos dos subredes Arabidopsis(T. virens) y Arabidopsis(T. atroviride).

Se identificaron comunidades para cada una de las redes (Arabidopsis (T. virens) y
Arabidopsis(T.atroviride)) utilizando el algoritmo desarrollado por Pons & Latapi
(2005) con la funcion cluster_walktrap(x) y parametros por defecto.
Posteriormente, las comunidades con mas de 50 nodos se compararon entre si
con base en las métricas de grado, puntuacion de autoridad y cercania.
Finalmente, se realizé un analisis de enriquecimiento funcional en las
comunidades identificadas.
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Discusion de resultados

“Infiriendo redes de coexpresion de genes de Arabidopsis thaliana durante
su interacciéon con Trichoderma spp.”

En trabajos previos se realizé el ensayo de interaccion Arabidopsis-Trichoderma
para generar las genotecas. Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, nos
enfocamos en analizar la interaccidn A. thaliana—Trichoderma spp. a partir de datos
transcriptomicos y de un analisis de redes de coexpresion. Se utilizaron dos
especies del género de hongos Trichoderma consideradas como benéficas (T.
atroviride y T. virens) para producir una respuesta por parte de la planta. Se
recolecto tejido foliar y de raiz para las muestras de RNA total a las 48, 72 y 96 hpi
(horas post inoculacién). Posteriormente, se purific6 el ARNm y se generaron 27
genotecas de cDNA; 9 genotecas control (planta sin interaccidén), 9 genotecas
planta-T.atroviride y 9 genotecas planta-T.virens. Cada grupo de genotecas,
consistio de 3 muestras por cada tiempo de interaccién, representando asi los
triplicados técnicos.

Analisis de expresioén diferencial y enriquecimiento funcional

Para obtener un panorama general sobre la induccién o represiéon de genes se
realizé un analisis de expresion diferencial para cada una de las interacciones
Arabidopsis-T.atroviride o Arabidopsis-T.virens., comparando las genotecas control
vs las genotecas de interaccion utilizando el software R version 4.2.1 (Figura 3A-
B). Con la finalidad de investigar similitudes y diferencias entre los genes inducidos
en la planta entre cada una de las especies de Trichoderma, se realiz6 un diagrama
de Venn y el grupo de interseccion se sometié a un analisis t-student evidenciando
que no hubo efecto estadistico significativo (p-val = 0.055) (Figura 3C), cuando se
comparo el grupo de interseccion de genes reprimidos, encontramos que T. virens
fue mas efectivo para la represion de genes (p-val = 0.02) (Figura
3D).Posteriormente, se filtraron las tablas de expresion diferencial usando como
valor umbral un False Discovery Rate (FDR) de 0.001. Los genes con valor FDR
menor a este umbral se usaron para un analisis de enriquecimiento de términos
ontoldgicos. En los términos enriquecidos en cuanto a proceso biolégico que fueron
inducidos en la planta encontramos el proceso metabdlico de camalexinas
(GO:0052317), respuesta a acido salicilico (GO:0009751) y respuesta al acido
jasmonico (GO:0009753), mientras que algunos procesos reprimidos fueron
desarrollo de la raiz (GO:0048364) (Figura 4). Estos resultados fueron concordantes
con la literatura (Garnica-Vergara et al., 2016; Salas-Marina et al., 2011; Jogaiah et
al., 2018).

Analisis de coexpresidon génica y redes diferenciales.
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Posteriormente se realizo, un analisis de coexpresion génica seguido de un analisis
diferencial de redes (como se detalla en la metodologia), el cual mostré que los
genes se reagrupan cuando se compararon las redes A.thaliana(T atroviride) y
A.thaliana(T.virens) contra las redes control (Figura 5A-B). Ademas, las redes
control evidenciaron tener mayor numero de aristas para cada caso. Cuando se
compard la interaccion planta-T.atroviride con su respectivo control observamos
que, la red control tuvo 33,222 aristas mientras que en interaccion solo 9,826. Por
otra parte, en la interaccion planta-T.virens comparada con su respectivo control
observamos que la red control tuvo 116,682 aristas mientras que en interaccion tuvo
43,784 aristas. A pesar de que en ambos casos las redes de interaccién tuvieron
menor numero de aristas se demostré que estas son especificas y tienen valores
mayores de correlacion de Spearman(rs) por lo tanto, el estimulo por Trichoderma
spp. en la planta genera un ajuste en los datos ya que reduce el numero de
observaciones (aristas) y al mismo tiempo aumento el parametro estadistico de
asociacion. En la red A.thaliana(T.virens) las aristas tuvieron valores de correlacion
mayores a rs> 0.95, en la red A.thaliana(T.atroviride) las aristas tuvieron valores de
correlacién mayores a rs> 0.90 por el contrario en las redes control los valores de
correlaciones van desde rs> 0.85 (Figura 5C).

Durante el analisis de coexpresion génica se detectaron 3 comunidades (mayor a
100 nodos) para la red A.thaliana(T.atroviride); las comunidades 9 (Ca9), 16 (Ca16)
y 18 (Ca18). Por otra parte, se detectaron 4 grandes comunidades para la red
A.thaliana(T.virens) las comunidades 5 (Cv5), 14 (Cv14), 22 (Cv22) y 41 (Cv41).
Debido a que ciertos nodos no fueron detectados como miembros de una
comunidad fueron descartados para los analisis posteriores(Figura 6 y 7). La
asociacion entre Ca9-Ca18 y Cv14-Cv22 sugieren que existe una relacién funcional
entre la hipoxia y los mecanismos de defensa contra hongos.

Los nodos HUB tienen una importancia significativamente mayor en comparacion
con otros nodos de la red. Para la seleccion de nodos HUB generamos un score
definido por el producto aritmético de las medidas de centralidad: grado, autoridad
y cercania (Score = Grado * Autoridad * Cercania). Posteriormente, usamos el top
50 de cada comunidad basandonos en el score generado. De esta manera, nos
quedamos con 150 y 200 nodos HUB para las redes A.thaliana(T.atroviride) 'y
A.thaliana(T.virens), respectivamente. En ambos grupos de nodos HUB
identificamos el locus At2G47520 el cual codifica para el factor de transcripcion
ERFO071, miembro de la familia ERF-VII. A partir de un analisis de dominios
conservados (CDD, de sus siglas en inglés conserved domains database)
observamos que ERFO071 tiene el dominio proteico AP2/ERF y una cisteina N-
terminal tipica de los ERF-VII; mismo que esta presente en proteinas de las plantas
que tienen un papel importante para evadir los patégenos como es el caso del factor
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de transcripcion ORA59; quien tiene un papel relevante en la defensa de las plantas
mediando la senalizacion de JA.(Gutterson & Reuber., 2004). Posteriormente,
mediante un analisis de matrices de pesos posicionales (PWM, de sus siglas en
inglés position weight matrix) calculada a partir de secuencias homologas alineadas
observamos que ERF071 potencialmente puede unirse a la secuencia promotora
GCC misma que esta presente en genes relacionados con mecanismos de defensa
de las plantas (Brown et al., 2003; Gutterson & Reuber., 2004).

Validacién experimental

Finalmente, se realiz6 una validacion del transcriptoma seleccionando genes
candidato del analisis de redes. Para validar el transcriptoma se analizo la expresion
diferencial de los genes candidato mediante RT-gPCR a las 48, 72 y 96 hpi.
Posteriormente se compararon las expresiones génicas del transcriptoma y las
expresiones de RT-gPCR usando el coeficiente de correlacion de Sperman (ps)
(Figura 8).
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Figura 3. Analisis de expresion diferencial. (A) Grafico de escala logaritmica
promedio (MA-plot) del analisis de expresion diferencial de A. thaliana (T. atroviride).
En el eje y se muestran los cambios log 2 veces versus el eje x representa log 10 la
sefal de expresidon promedio. Los puntos rojos representan genes regulados
positivamente; Los puntos azules representan genes regulados negativamente. (B)
Grafico MA del analisis de expresion diferencial A.thaliana (T.virens) . En el eje y se
muestran los cambios log > veces versus el eje x representa logio la senal de
expresion promedio Los puntos rojos representan genes regulados positivamente;
Los puntos azules representan genes regulados negativamente. (C) Comparacién
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de genes regulados positivamente en A. thaliana por T. atroviride frente a T. virens.
El diagrama de Venn muestra los genes regulados por T. atroviride, T. virens o
ambos. Panel central. Comparacién de la distribuciéon de frecuencia de genes
regulados positivamente por T. atroviride y T. virens. Panel derecho. Resultados de
la prueba t-student de genes regulados positivamente. Los puntos amarillos
representan los genes inducidos por T. atroviride mientras que los puntos rosas
fueron inducidos por T. virens. (D) Comparacion de genes regulados negativamente
en A. thaliana por T. atroviride frente a T. virens. Panel Izquierdo. Diagrama de Venn
que muestra genes regulados negativamente por T. afroviride, T. virens o0 ambos.
Panel central. Comparacion de la distribucién de frecuencia de genes regulados
negativamente por T. atroviride y T. virens Panel derecho. Resultados del estadistico
T-student de genes regulados negativamente. Los puntos amarillos representan los
genes reprimidos por T. atroviride mientras que los puntos rosados fueron
reprimidos por T. virens.

22



camalexin metabolic process (G0:0052317)
toxin catabolic process (GO:0009407)

cellular response to hypoxia (GO:0071456)
response to hydrogen peroxide (GO:0042542)
tissue development (GO:0009888)

root morphogenesis (GO:0010015)

root development (GO:0048364)

terpenoid metabolic process (GO:0006721)
response to water deprivation (GO:0009414)
response to other organism (GO:0051707)
response to hormone (GO:0009725)

chemical homeostasis (GO:0048878)
secondary metabolic process (GO:0019748)
defense response to nematode (GO:0002215)
response to salicylic acid (GO:0009751)
response to heat (GO:0009408)

response to sucrose (GO:0009744) Up
immune system process (G0:0002376) regulated
response to oomycetes (GO:0002239)

defense response to bacterium (G0O:0042742)

glutathione metabolic process (GO:0006749)

anaerobic respiration (GO:0009061)

j icacid and ethyls dependent i i (G0O:0009861)
protein complex oligomerization (GO:0051259)

systemic acquired resistance (GO:0009627)

defense response to fungus (G0:0050832)

6

4

2

0

Fold Enrichment

yanin-containing pound biosynthetic process (GO:0009718) I'2
4

regulation of flavonoid biosynthetic process (GO:0009962)
plant organ senescence (GO:0090693) =
amine biosynthetic process (GO:0009309) Down
cellular response to starvation (GO:0009267) regulated
innate immune response (GO:0045087)
positive regulation of response to external stimulus (GO:0032103)
regulation of immune system process (GO:0002682)
flavonoid metabolic process (GO:0009812)
positive regulation of defense response (GO:0031349)
cellular response to salicylic acid stimulus (GO:0071446)
to salt stress (GO:0009651)
response to bacterium (G0:0009617)

P to ium ion (GO: )
response to jasmonic acid (GO:0009753,
response to molecule of bacterial origin (GO:0002237)
response to chitin (GO:0010200)
camalexin biosynthetic process (G0:0010120)
leaf senescence (GO:0010150)
protein folding (GO:0006457)
response to starvation (GO:0042594)
response to wounding (GO:0009611)

p to stress (GO:0006950)
response to chemical (G0:0042221)
response to stimulus (GO:0050896)
P to organic subst: (G0:0010033)

to abiotic stimulus (GO:0009628)

T.atroviride 72
T.virens_72
T.atroviride_48
T.virens_48
T.atroviride_96
T.virens_96

Figura 4. Analisis de enriquecimiento de Ontologia Génica. Proceso bioldgico que
fue regulado diferencialmente en A. thaliana durante su interaccion con Trichoderma
spp. Cada columna representa un contraste de expresion diferencial y cada fila
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representa las ontologias de genes en términos de los procesos bioldgicos
involucrados. El gradiente de color va del azul al rojo para procesos biolégicos
regulados negativa y positivamente.
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valores bajos y altos de correlacion, respectivamente. El grafico presenta el valor
absoluto de la correlacion.
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(A) Comunidades de la red de genes de coexpresion A.thaliana (T.atroviride). Las
comunidades se identificaron utilizando el algoritmo cluster_walktrap(x) del paquete

igraph. Cada comunidad esta representada por un color. (B) Analisis de
enriquecimiento funcional. El color marrén oscuro representa la comunidad 9 (Ca9),

el color marron representa la comunidad 16 (Ca16) y el color marrén claro
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representa la comunidad 18 (Ca18). En el eje y se muestran las ontologias de genes
enriquecidos. En el eje x se observa la proporcion de enriquecimiento.
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muestran las ontologias de genes enriquecidos, en el eje x se observa la proporcién
de enriquecimiento.
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Figura 8. Validacion del transcriptoma. La validacion experimental del transcriptoma
se realiz6 mediante RT-qPCR a las 48, 72 y 96 hpi. El experimento de validacion se
realizo por triplicado técnico y duplicado bioldgico. Valores de color azul obtenidos
de expresion diferencial del transcriptoma; valores de color rojo obtenidos por RT-
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gPCR. Las barras representan la desviacion estandar (sd) del promedio de un
triplicado. El coeficiente de correlacion de Sperman (ps).
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Conclusiones

El analisis de redes de coexpresion genética es una metodologia que nos permite
observar como los genes expresados diferencialmente en Arabidopsis thaliana se
asocian en modulos bioldgicamente funcionales para responden a una interaccion
con los hongos mutualistas T. virens y T. atroviride.

El analisis de redes permite identificar genes expresados diferencialmente
relevantes durante la interaccion planta-hongo a partir de las mediciones de
centralidad. Esto permite la identificacion de genes con funciones novedosas que
se involucran y operan juntos para responder a un estimulo. El locus Af2G47520
destaca por tener un funcionamiento dual; primero mitigando el estrés por hipoxia 'y
ademas evidenciando resistencia a los patdgenos; lo cual explica la interconexion
entre ambos procesos biologicos como se ejemplifica en el esquema (Fig. 9).

En conjunto, sentamos las bases sobre como Trichoderma spp. puede conferir
resistencia al estrés hipoxico después de interaccionar con A. thaliana mediante la
induccion de ERF071(At2G47520)

- e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = e = e e e e = = = = = =

Transcripcion
Genes de defensa e
hipoxia

xobox

Nucleo

Figura 9. Esquema de resultados. Sin interaccién el producto proteico de la
expresion basal de ERF071 es degradado por la via del proteosoma debido a que
su cisteina N-terminal es oxigenada por la enzima PCO (de sus siglas en inglés
plant cysteine oxidase). Durante la interaccion con Trichoderma la concentracion de
oxigeno molecular disminuye en consecuencia no hay sustrato para la reaccion
catalizada por PCO vy el factor de transcripcion ERF071 con su cisteina intacta se
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transloca al nucleo donde induce genes de defensa de la planta y genes de
respuesta a hipoxia.

Como productos del desarrollo de este proyecto se publicd el articulo titulado
“Inferring co-expression networks of Arabidopsis thaliana genes during their
interaction with Trichoderma spp.” en el volumen 14 de la revista Scientific Reports
con digital object identifier doi.org/10.1038/s41598-023-48332-w.
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Anexos

El capitulo 1 del presente proyecto sento las bases para los siguientes experimentos
que se presentan en este anexo.

En resultados previos (Capitulo 1), basado en un analisis de redes de coexpresion
genética, planteamos la hipdtesis de la interconexion entre los mecanismos de
respuesta a la hipoxia y los mecanismos de defensa relacionados con el JA en A.
thaliana después de su interaccion con T. atroviride. En este trabajo nos centramos
en los 150 nodos HUB (Nodos centrales) propuestos en nuestro trabajo previo para
la red A. thaliana(r.atroviride). POSteriormente, utilizando un analisis de correlacion entre
el puntaje de autoridad y el grado de los nodos, observando una correlacion ps=0.92
(Figura 1_anexo A), considerando que la importancia de un nodo es proporcional a
su numero de aristas, seleccionamos un grupo (Top15) para probar nuestra
hipbtesis de interconexion. Generamos una nueva red (Figura 1_anexo A) con los
miembros del grupo top15 y pudimos observar que se genero una red de mayor
cohesividad disminuyendo asi su diametro de 3.09 a 0.99. En la lista de nodos HUB
encontramos el locus atbg47520 que codifica para un factor de transcripcion
ERFO071 de la familia de los ERF-VII. Se sabe que los ERF-VII son necesarios para
hacer frente a la hipoxia en las plantas (Loreti & Perata., 2020; Giuntoli & Perata.,
2018). ERF-VII tiene una cisteina N-terminal que sirve como sensor de oxigeno. La
oxigenacion de ERF-VII se lleva a cabo mediante las cisteinas oxidasas vegetales
(PCO). En nuestros nodos HUB, ademas se encuentra el locus at5g15120 que
codifica PCO1. Interesantemente, at5g15120 tiene una correlacién de 0.95 con
at5g47520 (Figura 2_anexo B), debido a esto y a los informes en la literatura con
proteinas homologas, planteamos la hipotesis de que la interaccidon entre los nodos
at5g15120 y af2g47520 representa una interaccion proteina-proteina (IPP).Por
estos motivos sugerimos que una correlacion >0.95 es un buen parametro de inicio
para proponer interacciones fisicas; en condiciones de normoxia, ERF-VII
(at2g47520) es oxigenado por PCO1 (at5g15120) para degradarse a través del
proteosoma. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Abbas et al (2022)
donde observaron que PCO1 y ERF071 evidenciaron una interaccion proteica
mediante un analisis de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP). Durante la
hipoxia no hay oxigeno como sustrato para PCO1 y los ERF-VII se translocan al
nucleo donde regulan los genes de respuesta a la hipoxia y de manera directa o
indirecta los genes de defensa contra patdgenos.
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Figura 1_anexo. interaccion fisica proteina-proteina (IPP) entre PCO1y ERF071. A)
Analisis de correlacion entre la de grado y puntaje de autoridad (izquierda); Red de
coexpresion genética (Top15 nodos). Los nodos amarillos representan genes con
ontologia génica en respuesta a la hipoxia; los nodos rojos son genes con ontologia
génica con mecanismos de defensa. B) Matriz de correlacion entre nodos HUB
(TOP15). EIl corplot muestra los valores de correlacion de Spearman entre los
nodos.
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El mutante erf071 es susceptible a la hipoxia

Para recopilar evidencia experimental que respalde la participaciéon de ERF071 en
la hipoxia y la defensa de las plantas, se utilizaron lineas mutantes homocigotas
erf071 y se desafiaron con patdégeno necrotrofo B. cinerea y reto con hipoxia (48 h
de inmersién en agua destilada (4¢H20) estéril en completa oscuridad).

ERFO071 tiene una cisteina N-terminal que potencialmente se transloca al nucleo en
ausencia de oxigeno para regular la expresion genética. Con el fin de confirmar esta
interconexion de vias de sefalizacion, generamos estrés hipoxico por inmersion en
dH20 estéril durante 48 horas en total oscuridad en las lineas Col-0 y erf071 con y
sin interaccion con T. atroviride.

El la mutante erf071 con interaccion (erf071cm) resulté ser el grupo con mayor
susceptibilidad a la hipoxia (Fig. 2_anexo) donde ninguna logré sobrevivir al doble
estimulo (7. atroviride + hipoxia) a consecuencia de carecer de un gen que necesita
para responder al doble estimulo, la mutante sin interaccion erf071(S/T), aumenté
su porcentaje de supervivencia al 37%. (Figura 2_anexo A). Por el contrario, la linea
col-0 con interaccion (col-Ocm) resultd ser la que menor dafo presentd, mostrando
un porcentaje de supervivencia del 88%, cuando la linea WT no interactua con el
hongo (Col-O(sm)) el porcentaje de supervivencia disminuye al 63% (Figura 2_anexo
A). Proponemos que la razén de esto es que el tratamiento previo con T. atroviride
indujo ERFO071 por adelantado, de tal manera que durante el desafiado posterior
con hipoxia ya estaba preparado para mitigar el estrés. Nuestros resultados
concuerdan con los informados anteriormente por Licausi et al (2010), donde
analizan el papel central de ERF071en la mitigacion de la hipoxia después de
trabajar con lineas sobreexpresantes de ERFO071 y observar una tolerancia
aumentada al déficit de O.. Licausi et al (2010) mencionan que las plantas que
sobreexpresaban ERF071 mostraron una mayor actividad de enzimas fermentativas
como piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa y por ello mayor resistencia
a la hipoxia.

En un estudio reciente Abbas et al (2022), propusieron una relacion directa entre el
contenido de clorofila y la adaptacion a bajas concentraciones de oxigeno en A.
thaliana, proponiendo que a menor concentracion de oxigeno habra menor
concentracion de clorofila. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por
Abbas et al (2022) (Figura 2_anexo), ya que la concentracién de clorofila se vio
afectada en la Col-O(s/m) cuando esta linea fue sometida a hipoxia, pasando de 29.22
a 26.80 mg/mL de clorofila. En la figura 2B observamos cémo erf071sr) y col-Ocrm
también disminuyeron la concentracion de clorofila tras inducir hipoxia. De acuerdo
con nuestras observaciones de fenotipo (Fig. 2_anexo A) Col-0cm exhibié mayor
resistencia a la hipoxia y al mismo tiempo evidencio el menor contenido de clorofila
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después del tratamiento con hipoxia con 22,47 mg/mL. Por el contrario, la mutante
erf071cm), que resultd mostrar el dafio mas severo en la figura 2_anexo A, fue el
unico caso en el que la concentracion de clorofila aument6é después de inducir la
hipoxia pasando de tener 28.65 a 31.25 mg/mL. En conjunto, estos resultados
indican que la planta modifica su metabolismo segun su disponibilidad de oxigeno.
Debido a que se requiere oxigeno para la sintesis de tetrapirrol, un precursor de la
clorofila, creemos que col-0c/m) dejé de sintetizar clorofila debido a la deficiencia de
oxigeno, lo que permitio a la planta mitigar el dafio por hipoxia. En nuestro analisis
transcriptomico del primer capitulo encontramos un enriquecimiento funcional en la
senescencia foliar (GO:0010150) a las 96 hpi con T. atroviride (figura 4, capitulo 1).
Se ha reportado previamente que la senescencia foliar va acompanada de una
disminucién en el contenido de clorofila. Pruzinska et al., (2005) menciona que
durante la senescencia foliar la clorofila es catabolizada a metabolitos incoloros y
sin fluorescencia. En este sentido seria interesante indagar sobre el rol de la clorofila
como metabolito en la interaccion planta-Trichoderma. Por el contrario, erf071cm
continud con la sintesis de clorofila a pesar de estar en condiciones hipdxicas, lo
que llevo a su susceptibilidad al estrés por déficit de O2 (figura 2_anexo B).
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Figura 2_anexo. El mutante es susceptible a la hipoxia. A) Porcentaje de
supervivencia en el eje x se presenta el % de supervivencia; el eje y representa los
tratamientos B) Concentracion de clorofila. El eje x presenta el contenido de clorofila
en (mg/mL); el eje y presenta los tratamientos. Abreviaturas: hip:hipoxia; Col-0(S/T):
linea WT sin interaccion; Col-0(C/T): linea WT con interaccion; erf071(S/T): linea
mutante sin interaccién; erf071(C/T): linea mutante con interaccion;
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La linea mutante erf071 es susceptible a Botrytis cinérea

ERFO071 se encuentra el dominio proteico AP2/ERF (posicidn 49-106 aa) el cual esta
presente en proteinas con un rol en la resistencia a patdogenos (Gutterson & Reuber.,
2004). Para verificar si el factor de transcripcion ERF071 (locus at2g47520) esta
involucrado en los mecanismos de defensa de la planta, realizamos un ensayo de
desafio con patdgeno usando al necrotrofo B. cinérea (Figura 3_anexo). Las lineas
WT (Col-0) y el mutante erf071 se evaluaron con y sin interaccion con T. atroviride.
Las plantas que no fueron tratadas con T. atroviride fueron las que mostraron mayor
dafio foliar, con x=69.0 +20 y 69.9% * 15.9 de dafio para col-Osm) y erf071(sm),
respectivamente (Figura 3_anexo A y 3_anexo B), sin diferencia estadistica
significativa (Figura 3_anexo A). Esta similitud entre el area de dafio en estos grupos
tiene sentido, ya que, aunque Col-0 tiene el locus at2g47520, que hipotetizamos es
gen de defensa, no recibid el estimulo previo (inoculacién con T. atroviride) que
induce la expresion del mismo gen. Sin embargo, cuando Col-0 fue tratada
previamente con T. atroviride (col-O(cm)), el area de dafio disminuy6 de 69 a 48,5 %
en promedio, con un efecto significativo (p.val=1.86x10-3) cuando se utilizé el
meétodo no paramétrico de Kruskal Wallis test con un intervalo de confianza del 95%
y el método False Discovery Rate (FDR) para comparaciones multiples. Se observo
una tendencia de menor area de dano en erf071cr) cuando se compara con Col-
Osm (Figura 3_anexo A) sin embargo no hubo efecto significativo. Sugerimos que
erf071cm gand cierta resistencia contra el patdogeno al interactuar con . atroviride,
aunque no en la misma medida que col-0 porque no tiene todo su arsenal de genes
de defensa. B. cinerea es un patogeno necrotrofico que induce la muerte celular en
el huésped para colonizar. Para demostrar la muerte celular generada por el
patdgeno en A. thaliana utilizamos el ensayo de tincion con azul de tripano (Figura
3_anexo C). Este analisis cualitativo mostré que col-O(sm) y erf071(sm) evidenciaron
tener el tejido foliar con mayor area de dano, seguidas de erf071m y col-Ocm que
muestran la mayor resistencia.

El gen PDF1.2 codifica una defensina vegetal y se utiliza como gen marcador para
la ISR. Para confirmar si la resistencia a B. cinerea se debe a la induccion de la ISR
analizamos la expresion de PDF1.2 en Col-0 y el erf071 antes y después de su
interaccién con T. atroviride. Observamos que PDF1.2 fue inducido en ambas lineas
col-Ocm y erf071cm) después de su interaccidon, sin embargo, la induccion fue
significativamente mayor (p.val=0.01) en Col-Ocm) que en erf07cm) (Figura 3_anexo
B). Estos resultados confirman nuestras observaciones previas en la determinacion
del porcentaje de dano foliar (figura 3_anexo Ay 3_anexo B) donde ambas lineas
exhiben menos dafio foliar en comparacion con sus respectivos controles. Sin
embargo, Col-0cm) resultd ser mas eficaz para evadir el patégeno que el erf071cm).
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Figura 3_anexo. Ensayo de reto con patégenos. A) Porcentaje de area de dafio foliar
y observaciones de fenotipo. En el eje x se muestran los tratamientos, en el eje y se
muestra el porcentaje de dafo foliar. Se utilizd B.cinerea como patdgeno
necrotrofico; las barras negras representan la desviacion estandar de tres replicas
B) Expresion relativa de PDF1.2. Azul:WT, rojo: mutante. C)Muerte celular. La
muerte celular se determiné mediante el ensayo de azul tripano.
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Metodologia anexo
Condiciones de crecimiento para Arabidopsis thaliana 'y Trichoderma spp.

Las condiciones de crecimiento fueron como se reportd en el capitulo 1.
Brevemente, se utilizé el A. thaliana Col-0 y la mutante erf071 (SALK_052858C)
como plantas modelo de estudio y T. atroviride (imi206040) como organismo
colonizador. Trichoderma spp. crecio en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA)
a 28°C en oscuridad. Las semillas de A. thaliana Col-0 y erf071 (SALK_052858C)
se esterilizaron mediante lavados consecutivos posteriormente se germinaron en
medio Murashige y Skoog. Se incubaron durante =12 dias a 37+1°C con un
fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad.

Ensayo de interaccion Araidopsis thaliana—Trichoderma spp.

El ensayo de interaccion se realiz6 como se reportd en el capitulo 1. Brevemente,
plantas de 12 dias fueron inoculadas con T. atroviride. Para los grupos control se
utilizaron plantas sin inocular. Posteriormente, se colectaron muestras biolégicas a
las 48, 72 y 96 horas Las muestras colectadas fueron congeladas en nitrégeno
liquido para su posterior uso.

Ensayo de respuesta a estrés hipdxico

Para evaluar la respuesta a hipoxia en plantas de A.thaliana col-0 y lineas mutantes
erf071 (SALK_052858C) se indujo estrés hipoxico por inmersion siguiendo el
protocolo de Ni et al.,(2019 ). Brevemente, se germinaron semillas de A.thaliana col-
0 y lineas mutantes erf071 (SALK _052858C) en medio Murashige y Skoog; a
37+1°C por 9 dias. Las plantulas fueron trasplantadas a macetas y crecieron con un
fotoperiodo de 16 h de luz y 8 de oscuridad durante 10 dias mas. Posteriormente
fueron inoculadas con T. atroviride. Se dejaron en readaptacion 18 dias mas antes
del ensayo de inmersion. Las plantas en maceta fueron sumergidas en ¢H20. estéril
hasta cubrir por completo el estrato superficial de tierra por 24 horas en completa
oscuridad. Posteriormente se dejaron en recuperacion 6 dias para finalmente
evaluar el porcentaje (%) de supervivencia

Cuantificacion de clorofila

La cuantificacion de clorofila se realiz6 siguiendo el protocolo reportado por
Sumanta y colaboradores (2014). Después del tratamiento con hipoxia se
recolectaron las hojas de las plantas y se enjuagaron con ¢H2O estéril. Se recolect6
1 gramo de hoja seca por planta. Se agregé 10 mL de metanol y se trituraron
mecanicamente con mortero y pistilo. Posteriormente, la muestra fue centrifugada
para separar las particulas sélidas (10,000 rpm; 1 min; 4°C). El extracto se diluy6
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en metanol en las siguientes proporciones 1:10 v/v. Finalmente, se cuantific la
absorbancia de la solucion con una longitud de onda 665.2 nm y 652.4 nm.

Ensayo reto con patdgeno Botritys cinerea

El ensayo de reto con patdgeno se realizé siguiendo el protocolo reportado por
Gonzalez-Lopez y colaboradores (2021). Plantas con dos semanas de edad fueron
inoculadas con T. atroviride mientras que las plantas del grupo control se trataron
con solucién buffer. Dieciocho dias después del tratamiento con T. atroviride se
inocularon 24 hojas de 8 plantas usando al patdégeno necrotrofo B. cinérea. Seis
dias después de la inoculacion con B. cinérea se analizo el area de dafo foliar con
el sofware Imaged. Los experimentos se realizaron por duplicado usando tres
replicas técnicas en cada experimento.

Analisis bioinformatico

En el capitulo anterior planteamos la hipotesis de una conexion de sefializacion
entre los mecanismos de defensa de la planta y la hipoxia. Aqui filtramos la red de
coexpresion A.thaliana(T.atroviride) centrandonos en aquellos genes con ontologia
geénica en cuanto a proceso biolégico de hipoxia y mecanismos de sefalizacion de
jasmonato. Posteriormente, se calculd las medidas de centralidad (grado,
excentricidad, intermediacion, cercania y puntuacidén de autoridad) para cada uno
de los 122 nodos y se generd una matriz de métricas con los datos (matriz de
centralidad MC). La matriz MC se utilizé para los analisis estadisticos de correlacion
entre el grado y la puntuacion de autoridad para cada nodo. Se seleccioné el top 15
para generar la red filtrada. Para calcular las métricas generales de la red se usaron
el comando diameter(x, directed = False, unconnected = True, weights = NULL).

Extraccion de ARN

La extraccion de material gendmico se realiz6 como se reporté en el capitulo 1.
Brevemente, el ADN fue precipitado con isopropanol a -20°C. La integridad del ADN
se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa [1%]. Para purificar el ARN,
las muestras se trataron con ADNasa. El ARN se cuantifico en el equipo Epoch
Microplate Spectrophotometer (BioTek®) a la DO de 260 y 280 nm (nanometros).
La integridad del ARN se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante [1%].
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