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RESUMEN

Transcriptdmica de la interaccion simbi6tica Trichoderma virens-
Arabidopsis thaliana y generacion de mutantes en genes regulados
diferencialmente en el hongo

Los hongos del genero Trichoderma son microorganismos cosmopolitas ubicuos,
que colonizan las raices de la plantas, con lo cual incrementan en estas el
crecimiento, la resistencia a enfermedades y la tolerancia a estreses abiéticos.
Hoy en dia son bien conocidos los efectos benéficos que Trichoderma brinda a las
plantas; sin embargo, el conocimiento sobre los mecanismos moleculares que
median la percepcién y reconocimiento del hospedero y que culminan con el
establecimiento de una relacion simbiotica, a la fecha se desconocen. En el
presente trabajo reportamos los cambios en la expresién génica de T. virens en
respuesta a la presencia de plantulas de Arabidopsis thaliana, bajo un enfoque de
RNASeq. Los andlisis bioinforméticos mostraron una expresion diferencial de 518,
236 y 153 genes a las 48 72 y 96 hpi (horas post-inoculacién), respectivamente.
Las categorias de Gene Ontology que se sobreexpresaron en el hongo durante la
interaccién con la planta corresponden a genes que codifican para proteinas
involucradas en el transporte de cobre y de metales (48 y 96 hpi), mientras que las
categorias que agrupan genes cuyos productos participan en la organizacion de
los lisosomas, organizacién de las vacuolas, transporte de los carbohidratos (48
hpi) y metabolismo de los carbohidratos (48 y 96 hpi) se reprimieron. El
transcriptoma de T. virens responde y se reprograma durante las tres etapas que
se midieron de la interaccion. Los procesos bioldgicos regulados en Trichoderma
durante la interaccion con la planta nos dan una idea de su importancia en la
simbiosis y apuntan hacia los posibles mecanismos moleculares empleados por

Trichoderma.

Palabras clave: Trichoderma, sm-1, biocontrol, Arabidopsis, simbiosis,
transcriptomica
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ABSTRACT

Transcriptomic analysis of the symbiotic interaction Trichoderma virens-
Arabidopsis thaliana, and generation of mutants in differentially regulated

genes in the fungus

Fungi belonging to the Trichoderma genus are ubiquitous cosmopolitan
microorganisms that colonize plant roots, which positively impacts in plant growth,
resistance to diseases, and tolerance to abiotic stresses. Today, the beneficial
effects that T. virens confers to plants are well known; however, the molecular
mechanisms that mediate the host perception and recognition, which culminates in
the establishment of a symbiotic relationship, are not well known. In this study, we
report changes in gene expression of T. virens in response to the presence of
Arabidopsis thaliana seedlings, by an RNASeq based approach. The bioinformatic
analysis showed differential expression of 518, 236 and 153 genes at 48, 72 and
96 h of coculture with the plant, respectively. Gene Ontology categories that were
up regulated in the fungus during its interaction with the plant belong to genes
coding for proteins involved in the copper and metal transport (48 and 96 hpi)
whereas the categories grouping genes whose products are involved in the
vacuoles and lysosomes organization and carbohydrate transport (48 hpi), as well
as carbohydrate metabolism (48 and 72 hpi) were repressed. The T. virens
transcriptome is reprogrammed during all stages of the interaction. The biological
processes regulated in Trichoderma during its interaction with the plant give us an
idea of its importance during the symbiosis and point towards the possible

molecular mechanisms employed by Trichoderma.

Key words: Trichoderma, sm-1, biocontrol, Arabidopsis, symbiosis, transcriptomic
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INTRODUCCION

Los hongos filamentosos del genero Trichoderma spp. son microorganismos
cosmopolitas, aislados en casi todas las latitudes y ecosistemas, que incluyen
bosques, pastizales, desiertos y suelos agricolas [1]. Trichoderma muestra una
amplia gama de estilos de vida e interacciones con otros hongos, animales y
plantas [2]. La asociacion de Trichoderma con la planta es un area de estudio que
tiene gran interés bioldgico debido a la relacion simbiotica que se establece entre
esos organismos. Algunos estudios recientes describen, paso a paso, las etapas
criticas que rigen la asociacion y reconocimiento del hongo con sus hospederos,
las cuales incluyen procesos como: la atraccion, union, y penetracion a la planta,
asi como la resistencia a metabolitos toxicos secretados por la planta. [3]. Durante
la colonizacibn de las raices de las plantas, Trichoderma habilita distintas
estrategias moleculares que aseguran su éxito, esto a través de la expresion de
diversos genes cuyos productos intervienen en diferentes etapas de la
colonizacion. Las proteinas TasHyd1 y Qid74 median la colonizacién y adherencia
del hongo a la raiz [4-5], mientras que la swolenina TasSwo y la
endopoligalacturonasa ThPG1 facilitan la penetracién de la raiz [7-8]. También se
ha determinado que las proteinas transportadores tipo ABC funcionan como un
sistema de desintoxicacion celular, que permiten a Trichoderma resistir el flujo de
compuestos toxicos emitidos por la planta [8]. La promocion del crecimiento de las
plantas es uno de los principales resultados directos de la colonizacién de las
mismas por Trichoderma. Este proceso ha sido documentado en distintos grupos
de plantas herbaceas, ornamentales, forestales y en modelos de estudio como A.
thaliana [9-11]. Se han propuesto distintos mecanismos para explicar la
promocién del crecimiento en las plantas inducido por Trichoderma, incluyendo la
sintesis de fitohormonas, la solubilizacion de los nutrientes del suelo, el aumento
en la toma y la translocacion de los nutrientes y el incremento en el desarrollo de
las raices [12-13]. Por consiguiente, las plantas tratadas con Trichoderma

presentan mayor tolerancia a multiples tipos de estrés, bibticos y abidticos, tales
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como la resistencia local y sistémica a patogenos de la raiz y foliares, asi como la
resistencia a la salinidad, al estrés hidrico y a las temperaturas extremas [14].
Ademas de la promocién del crecimiento, la proteccidén local y sistémica surge
como consecuencia de la secrecion de  “mensajeros  quimicos”
(efectores/inductores) que activan el sistema de defensa de la planta. Estas
moléculas pueden ser proteinas, péptidos de origen no ribosomal (peptaiboles),
metabolitos y compuestos volatiles que presenten rasgos estructurales
denominados MAMP’s o PAMP’s (Patrones Moleculares Asociados a Microbios y
a Patégenos, respectivamente) [3, 14]. Las dos vias de sefializacion de resistencia
inducidas por Trichoderma son: i) la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR),
dependiente de la fitohormona Acido Salicilico (SA, de sus siglas en inglés), la
cual es acompafiada por la expresion de genes que codifican para proteinas
relacionadas con la patogenicidad (PR) [15], y ii) la Resistencia Sistémica Inducida
(ISR), dependiente de las fitohormonas Acido Jasmonico (JA, de sus siglas en
inglés) y Etileno (ET, de sus siglas en inglés), en la cual se expresan genes que
codifican para proteinas con actividad antimicrobiana como PDF1.1 o peroxidasas,
entre otros [16-17]. Trichoderma no solo ejerce su accion protectora mediante la
activacion del sistema inmune, sino que ademdas suprime o inhibe a los
fitopatogenos del suelo mediante interacciones directas. El micoparasitimo, la
produccion de antibidticos y la competicion por nutrientes de la rizésfera son
algunos de los mecanismos empleados por Trichoderma en el control biolégico
[14].Trichoderma posee un sinnumero de atributos, que impactan de forma
positiva en el sector agricola; sin embargo, son pocos los trabajos en que se han
analizado los cambios globales en la expresion génica de Trichoderma durante la
colonizacion de la planta. Recientemente, se analizé la expresion génica de tres
cepas de Trichoderma con plantas de tomate, utilizando microarreglos de alta
densidad de oligonucleotidos. En este estudio se reporta la induccion de genes
que codifican para enzimas importantes en el metabolismo y el transporte de los

carbohidratos [18]. Por otra parte, un grupo de investigacion diferente obtuvo el
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transcriptoma de T. harzianum durante su interaccién con plantas de tomate; los
autores de ese estudio observaron una sobreexpresion de los genes que codifican
para enzimas relacionadas al metabolismo de los lipidos, que intervienen en las
reacciones de oxido-reduccién, en la desintoxicacion celular, y en el transporte de
aminoacidos y azucares [19]. En el presente trabajo nos propusimos analizar la
transcriptomica del hongo en respuesta a plantas de A. thaliana. Para esto, se
realizaron co-cultivos de T. virens con plantulas de A. thaliana, se extrajo el RNA
total del hongo a las 48, 72 y 96 horas post inoculacién (hpi) de la planta, se
generaron las genotecas para RNA-seq y se secuenciaron en la plataforma de
secuenciacion masiva SOLID. Los resultados de secuenciacion fueron analizados
y se determind que Trichoderma presenta una reprogramacion muy marcada de
su transcriptoma a las 48 de interaccion. La validacién de 19 genes regulados
diferencialmente por gRT-PCR mostré6 una exactitud del 86% con un 14% de
falsos positivos. Con la finalidad de determinar el posible papel de los productos
de algunos de los genes regulados, se seleccionaron 4 genes para generar
mutantes por reemplazo génico. Estos genes codifican para una metil transferasa
de histonas, un remodelador de la cromatina dependiente de ATP, una Guanosina
trifosfatasa y una Cinasa. A la fecha tenemos transformantes que podrian tener el
remplazo de un gen que codifica para una metil transferasa de histonas y de un
gen que codifica para un remodelador de la cromatina dependiente de ATP.



RESULTADOS

El transcriptoma de T. virens es reprogramado por A. thaliana principalmente

alas 48 horas de interaccion

Para analizar la expresion génica global de T. virens durante su interaccion con A.
thaliana, se generaron 3 genotecas de RNA del hongo a las 48, 72 y 96 horas de
cocultivo con plantas de 15 dias de edad. Como control se incluyé al hongo
creciendo en ausencia de la planta a los mismos tiempos. Previo a la
secuenciacion, se midié el nivel de expresion del gen sm-1 el cual se induce en
presencia de la planta, y cuyo producto dispara la resistencia sistémica de la
misma. [20]. En la Figura 1 se observa que el gen sm-1 es inducido por la
presencia de Arabidopsis en los tres tiempos de interaccion con la planta. Esta
respuesta del gen sm-1 se observd en las tres replicas biologicas. Una vez,
verificada la induccion del gen marcador sm-1, se secuenciaron las genotecas de
RNA derivadas de la interaccién utilizando la plataforma SOLID. Los resultados de
la secuenciacion se recuperaron en formato *.fastaq, se determiné la calidad de
las secuencias, se mapearon contra el genoma de T. virens y se realiz6 el analisis
transcripcional. Como resultado del analisis estadistico con el programa Edge R,
con una tasa de descubrimiento de falsos (FDR por sus siglas en inglés) de < 0.05
y un valor de expresion diferencial (fold change) de * 2, se identificaron 518, 236 y
153 genes regulados diferencialmente a las 48, 72 y 96 horas, respectivamente
(Figura 2a). Los genes fueron agrupados jerarquicamente, de acuerdo al perfil y al
tiempo en el que se regularon diferencialmente. A las 48 h se indujeron 84 genes y
se reprimieron 434, a las 72 h se indujeron 138 genes y se reprimieron 98,
mientras que a las 96 h se indujeron 128 genes y se reprimieron 25 (Figura 2b).
La reprogramacion transcriptomica mas marcada ocurrio a las 48 hpi con un gran

namero de genes modulados diferencialmente, mientras que a las 72 y 96 hpi el
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namero de genes diferenciales disminuyd a mas de la mitad. Asimismo, algunos
genes cambiaron de perfil de expresion en fases mas tardias de la interaccion con

la planta (Figura 2c).

Los andlisis de RNA-Seq de T. virens durante su interaccion con A. thaliana

presentan una exactitud del 84% con respecto a su validacion por gRT-PCR

Para validar los resultados de RNA-Seq, elegimos un total de 19 genes
expresados diferencialmente. Los criterios para la eleccién fueron los siguientes:
diferencial en los 3 tiempos de interaccion, diferencial en dos tiempos pero no en
uno y diferencial solo en una de las condiciones (Tabla 1). Estos genes fueron
analizados mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa cuantitativa (qRT-PCR). De los tres genes que se regularon
diferencialmente en las tres condiciones dos de ellos mostraron el perfil de
expresion detectado por SOLID, mientras que el otro gen (de Glutamina
amidotransferasa 1) presenté el perfil de expresion esperado en solo uno de los
tres tiempos de interaccion. De los 6 genes seleccionados que se regularon
diferencialmente solo en dos tiempos pero no en uno, 5 de ellos mostraron el perfil
de expresion detectado por SOLID, mientras que el gen restante (3-hidroxiacil-
CoA- deshidrogenasa) se considerd un falso positivo. Finalmente, de 10 genes
gue se regularon solo en una condicion, 7 genes mostraron el perfil de expresion
detectado por SOLID, 1 gen se modulo diferencialmente aunque no en el tiempo
detectado por SOLID (Reductasa de quelatos de hierro), 1 gen cumplié con el
perfil de expresion en solo uno de los tres tiempos de interaccién (Acuaporina) y el
gen restante se considerd como un falso positivo (Remodelador de la cromatina).
El porcentaje de exactitud del andlisis de RNA Seq se determind sobre la base, de
que los genes hubiesen cumplido con el perfil de expresion en al menos uno de

los tres tiempos de interaccion, considerandose como falsos positivos a los genes



que codifican a la 3- hidroxiacil-CoA- deshidrogenasa, la Reductasa de quelatos

de hierro, y al Remodelador de la cromatina (Figura 3).

Anotacién funcional de genes expresados diferencialmente

El andlisis de enriquecimiento para la clasificacion funcional en procesos
biolégicos de los genes que se regularon diferencialmente se realiz6 con
Blast2GO (Gene Ontology). Los procesos biolégicos que fueron enriquecidos con
la regulacion diferencial de los distintos genes, fueron los siguientes: a las 48 h se
indujeron los genes que codifican para enzimas involucradas en el transporte de
metales y de cobre, mientras que los genes que codifican proteinas que participan
en la organizacion de las vacuolas, el transporte de carbohidratos, la organizacién
de lisosomas y el proceso metabolico de carbohidratos, se reprimieron. A las 72 h
los genes que codifican para enzimas involucradas en el proceso metabdlico de
carbohidratos se reprimieron y a las 96 h se indujeron los genes que codifican

para proteinas que participan el transporte de cobre (Figura 4).

Generacion de cepas mutantes en algunos de los genes regulados

diferencialmente en T. virens

La regulacion diferencial de un gen bajo una condicién determinada, sugiere una
posible funcién en el organismo en dicha condicién. Basados en este supuesto, se
decidi6 generar mutantes por remplazo génico de 4 genes, los cuales
presumiblemente, para una metil transferasa de histonas, un remodelador de la
cromatina dependiente de ATP, una guanosina trifosfatasa y una cinasa de
serina/treonina. Los primeros tres genes fueron inducidos 1043, 1.2 y 8.5 veces,
respectivamente, mientras que el gen PKc-1d.58043 se reprimi6 62.5 veces
comparado con el control (Figura 3). Para generar las mutantes por doble
recombinacion homoéloga se disefiaron oligonucledétidos para 4 construcciones por

la técnica de PCR de doble unién (Double Joint PCR) [21]. Las construcciones
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genéticas portan un casete que confiere resistencia a higromicina, flanqueado por
aproximadamente 1500 nucledtidos de las secuencias 5 y 3’ adyacentes del
marco de lectura abierto del gen a remplazar (Figura 5b). Las construcciones
genéticas para el remplazo, designadas TvSET, TvGTPase y TvPKc, fueron
verificadas por digestion con la enzima de restriccion Sph I, mientras que la
construccion TvSNF2 fue verificada con Pst I. Los tamafios esperados de las
digestiones de las construcciones fueron de: 2432 pb, 1274 pb, 642 pb para
TVvSET; de 1420 pb, 1112 pb, 1054 pb, 579 pb para TvGTPase; 2393 pb, 1056 pb
y 761 pb para TvSNF2 y de 1884pb, 1246 pb, 1104 pb y 199 pb para TvPKc, los
cuales corresponden a los patrones de restriccion observados experimentalmente
(Figura 5a y c). Las construcciones TvSET y TvSNF2 fueron utilizadas para
transformar genéticamente protoplastos de T. virens. Las transformantes de Tvset
y Tvsnf2 se sometieron a tres rondas consecutivas de pases monoesporicos bajo
presion selectiva. Para verificar el remplazo génico se extrajo el ADN total de las
transformantes y se realizé una PCR punto final con un oligonucleétido sentido
300 pb rio arriba de la region seleccionada para la recombinacion homadloga y un
oligonucledtido reverso sobre el casete de hph. Para el caso de Tvset se
obtuvieron 4 transformantes positivas, mientras que para Tvsfn2 se obtuvo solo
una con el patrén esperado (Figura 6). Al realizar un analisis por PCR punto final
para determinar la ausencia del gen enddégeno, observamos la presencia del gen
para ambos grupos de transformantes (datos no mostrados), motivo por el cual
continuaremos con un par de rondas mas de pases monoespoéricos, hasta lograr

cepas libres de nucleos silvestres.



DISCUSION

La secuenciacion de RNA ha surgido como una poderosa y novedosa herramienta
para analizar la expresion génica de un organismo determinado bajo un estimulo
en particular. La principal ventaja de esta tecnologia comparada con los
microarreglos reside en la sensibilidad, la cantidad y la calidad de los datos que se
pueden obtener [22]. En los trabajos pioneros sobre la regulacion transcripcional
de Trichoderma, se utilizé la tecnologia de macroarreglos para estudiar la
interaccion del hongo con raices de plantas de cacao [23] y tomate [19]. Mas
tarde, se utilizaron tecnologias mas robustas como los microarreglos de
oligonucledtidos de alta densidad, para analizar la expresion génica de T.
harzianum [24], T. virens, T. hamatum y T. harzianum [25] en presencia de plantas
de tomate. En este trabajo, reportamos los cambios en el perfil transcriptdmico de
T. virens a las 48, 72 y 96 h de cocultivo con A. thaliana, bajo un enfoque de
Secuenciacion de Nueva Generacion. De un total de 12, 427 genes predichos para
el genoma de T. virens [26], se regularon diferencialmente 691, es decir, solo el
5.5% respondié transcripcionalmente a la presencia de la planta (Figura 2a).
Aunqgue la modulacién revelada por gqRT-PCR y por RNA-Seq difiere en cuanto al
nivel de expresion de los 19 genes elegidos, el perfil de expresién de al menos un
84% de los genes medidos por gRT-PCR, esta en acuerdo con los datos de RNA-
Seq. Por otra parte, un 16% de los genes muestra un perfil de expresion
diferencial que no concuerda con lo reportados por RNA-Seq, esto se deba
probablemente a las diferencias en la sensibilidad que existe entre RNA-Seq y
gRT-PCR (Figura 3). Las categorias metabdlicas enriquecidas en el transcriptoma
de T. virens indican los procesos que la célula esta priorizando bajo determinada
condicion y de que tan significativa es la frecuencia con la que aparecen cierto
conjunto de genes que codifican para proteinas involucradas en ciertos procesos
bioldgicos. Durante la interaccion de T. virens con la planta, los genes que
codifican para proteinas involucradas en procesos como: el transporte y

metabolismo de los carbohidratos se encuentran reprimidos; esta represion
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sugiere un limitado o nulo intercambio de nutrientes entre T. virens y la planta, al
menos durante las primeras horas de interaccion (48 y 72 h). Estos datos son
consistentes con lo reportado para la interaccion de T. hamatum-tomate [25]. La
sacarosa liberada por la planta regula procesos claves en Trichoderma como la
percepcion y colonizacion de las raices y la produccion de clamidosporas [27]. En
trabajos anteriores se ha reportado que durante la interaccién de tres diferentes
cepas de Trichoderma con plantas de tomate, se da el enriquecimiento e induccién
de genes cuyos productos participan en el metabolismo de los carbohidratos y
procesos de transporte [20, 26]. No obstante, debe tenerse en cuenta que las
condiciones empleadas en esos estudios (tiempos de cocultivo, planta hospedera
y especie de Trichoderma), han sido diferentes. Sin embargo, el comportamiento
de T. virens no se aleja mucho de lo observado en otras especies, ya que a las 96
hpi la represion en los genes que codifican para proteinas que participan en el
metabolismo y transporte de los carbohidratos deja de ocurrir, enfatizando la
importancia de estos procesos en el apoyo nutricional del hongo (Figura 2b y 3).
Durante la colonizacién de la raiz de la planta, Trichoderma secreta proteinas que
degradan homo y heteropolisacaridos de los tejidos vegetales. Las GHs son
enzimas gue se secretan y que catalizan la hidrdlisis de enlaces glucosidicos para
liberar azucares menos estructurados que pueden ser utilizados con mayor
facilidad por los organismos [28]. Sin embargo, a las 48 hpi las GHs (Glucésido
Hidrolasas) de las familias 2, 3, 5, 8, 11, 12, 13, 18, 30, 31, 47, 54, 55, 61, 64, 71,
72, 74, 75, 76 y 79, al igual que los procesos biologicos de organizacion de
vacuolas y lisosomas, estan reprimidos. La represién en componentes del sistema
de secrecion (vacuolas y lisosomas) y en enzimas que requieren ser secretadas
(GHs) sugiere que la modulacion de estos genes es importante al menos en las
primeras 48 h de interaccion con la planta. Algunos trabajos indican que el hongo
micorrizico Glomus intraradices emplea un minimo conjunto de genes
involucrados en la degradacion de la pared celular, con la finalidad de evitar la

liberacion de fragmentos de polisacéaridos y evadir la deteccion del sistema inmune
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de la planta [29]. Por otro lado, la induccion de genes englobados en la categoria
de transporte de metales a las 48 y 96 hpi, sugiere que los metales juegan un
papel trascendental en T. virens durante la interaccion con la planta. Los metales
de transicion estan involucrados en diversos procesos biologicos cruciales y son
necesarios para la supervivencia de todos los organismos vivos. La importancia de
los metales de transicion radica principalmente en que son incorporados a
metaloproteinas, a proteinas de almacenamiento y a factores de transcripcion [30].
Los metales no solo se requieren para un Optimo crecimiento y desarrollo del
organismo, sino que ademas se requieren para la virulencia del patégeno. El gen
clapl de Colletrichum lindemuthianum codifica para una ATPasa que transporta
Cu y es esencial para la infeccibn en la planta [31]. El basidiomiceto
Phanerochaete chrysosporium emplea al Cu y al Mn en el proceso de degradacion
de lignina. EI Manganeso patrticipa en la reaccion de la peroxidasa dependiente-
Mn y el cobre sirve como cofactor en el centro catalitico de la lacasa [32]. Durante
la interaccion con la planta, T. virens indujo genes que codifican para putativos
transportadores de metales como el CTR (Copper Uptake Transporters, por sus
siglas en inglés) que transporta Cu y a MIRB un gen que codifica para un
transportador de sideréforos. Al igual que P. chrysosporium, T. virens indujo genes
que codifican para putativas oxidasas multicobre y peroxidasas dependiente de
Mn que participan en la degradaciéon de la lignina. Las similitudes entre P.
chrysosporium y T. virens durante el proceso de degradacién del tejido vegetal,

apuntan a que un mecanismo similar pudiera estar operando en ambos hongos.
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CONCLUSIONES

El transcriptoma de T. virens es reprogramado a las 48, 72 y 96 hpi en respuesta a

plantas de A. thaliana.

La modulacion de los procesos biolégicos en T. virens como el transporte de
metales a las 48 y 96 hpi, el metabolismo y transporte de carbohidratos a las 48 y
72 hpi, y la organizacién de lisosomas y vacuolas a las 48 hpi, es relevante

durante la interaccion con la planta.

Basados en los resultados del transcriptoma y su validacion por gqRT-PCR (86%
de exactitud), podemos concluir que SOLID es una plataforma adecuada para el
estudio transcriptdmico de las interacciones microorganismo-planta, sin embargo
existen otras plataformas como lllumina Mi-Seq o Hi-Seq que proporcionan una
mejor calidad en las secuencias y por lo tanto una mejor reproducibilidad al
momento de validar los datos de la secuenciacion masiva por gRT-PCR.
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METODOS

Materiales bioldgicos y condiciones de cultivo

En el presente trabajo se utilizaron plantas de A. thaliana ecotipo Col-0 y la cepa
silvestre del hongo filamentoso Trichoderma virens TvG29-8 [33]. El hongo T.
virens, se crecié de rutina en cajas con medio PDA (Papa Dextrosa Agar,
DIFCO™) a 28 °C. La sincronizacién de las semillas se llevé a cabo durante 2 dias
a 4°C. Las semillas se esterilizaron colocandolas en una solucion de etanol al 70%
por 1 minuto, y posteriormente en una solucién de hipoclorito de sodio al 10% por
1 minuto. Finalmente se lavaron 3 veces con agua destilada estéril. Las semillas
fueron germinadas en cajas de Petri con medio Murashige y Skoog (MS) [34] a
una concentracion 1X y se incubaron en una camara de crecimiento, con un
fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad, a una temperatura de 22 °C por 24 h.
Posteriormente, las plantulas fueron transferidas a cajas de Petri con medio MS
0.2X cubiertas con un papel celofan estéril, y se incubaron por 15 dias en las
condiciones que se describieron anteriormente. Las plantas se inocularon en la
punta de la raiz con fragmentos de micelio activo de T. virens Gv29-8, el cual se
creci0 previamente en cajas de Petri con medio PDA (Papa Dextrosa Agar,
DIFCO™) por 5 dias a 28 °C. En paralelo con los cocultivos T. virens-Arabidopsis,
el hongo fue inoculado en medio MS, el cual fue utilizado como control de la
interaccion. El micelio del hongo se recolecto6 a las 48, 72 y 96 horas de co-cultivo
con la planta, se congelé con nitrdgeno liquido, se molid, y se almacend a -80°C

hasta la extraccion del RNA total.

Construccion y validacion de las genotecas por medio de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa Cuantitativa con Transcripcion Reversa (QRT-PCR

de sus siglas en inglés)
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El RNA total de T. virens se extrajo utilizando el reactivo de TRIzol (Invitrogen), de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. El DNA contaminante de las
muestras de RNA fue eliminado con la enzima TURBO DNase (Life Technologies),
como se describe en el manual del vendedor. La transcripcion reversa se llevo
acabo con la enzima SuperScript I, siguiendo las especificaciones del fabricante.
El cDNA (DNA complementario) fue cuantificado en el espectrofotdmetro
Nanodrop ND-1000 Thermo Scientific a las densidades 6pticas (OD) de 260 y 280
nm (nandmetros). Las genotecas se validaron por gRT-PCR tomando como
marcador el nivel de expresion del gen sm-1, el cual se induce en el hongo en
presencia de la planta [20]. El gen del factor de elongacién de la traduccién (tef-1)
de T. virens fue empleado como gen de referencia para la normalizacion de los
genes medidos, utilizando la férmula 22%°T (ver mas adelante). Los
oligonucledtidos se disefiaron empleando el software Primer 3 (Applied
Biosystems) y se sintetizaron por la compaiiia IDT (Integrated DNA Technologies)
(Figura suplementaria 1). Las genotecas para RNA-seq de 3 réplicas bioldgicas
por cada tratamiento (48, 72 y 96 hpi), fueron sometidas a secuenciaciéon en la
plataforma SOLID (“Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection”) de
Applied Biosystems.

Andlisis del transcriptoma

Los archivos *.csfasta (archivo de cédigo de colores que contienen todos los reads
secuenciados) y *.qual files (archivo de valor de calidad para .csfasta que contiene
los reads secuenciados) provenientes de la plataforma SOLID, se convirtieron en
archivos *.fastq. Los archivos *.fastq fueron analizados con el programa FASTQC
el cual evalla la calidad de las genotecas tomando en cuenta los siguientes
parametros: calidad de las secuencias por base, scores de calidad por secuencia,
contenido de secuencias por base, contenido de GC por base, contenido de GC

por secuencia, distribucion de la longitud de la secuencia, nivel de duplicaciéon de
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secuencias y contenido de Kmer.

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/). Las secuencias fueron

mapeadas contra los genes predichos de T. virens con la ayuda del software
Burrows-Wheeler Aligner (BWA) [35], utilizando los parametros de BWA dadas por
defecto y permitiéndose un 4% de mismatches, los alineamientos de las
secuencias se almacenaron en el formato Sequence Alignment/Map (SAM) [36].
Las tablas con el niumero de reads por gen fueron generadas y utilizadas para el
analisis de expresion diferencial usando el programa edgeR [37] con un Log fold
change +1 (LogFC) y un FDR <0.05. Los datos de gene ontology (GO) del genoma
de T. virens y los genes expresados diferencialmente se anotaron en Blas2GO
[38] y se compararon con la finalidad de obtener el analisis de enriquecimiento de
las categorias funcionales segun el proceso biolégico, el analisis tomo en cuenta
un FDR de 0.05* y de 0.01**, respectivamente.

Validacion del transcriptoma de T. virens por qRT-PCR

La validacion del transcriptoma de T. virens se realiz6 con una de las réplicas
biolégicas. EI cDNA fue sintetizado a partir de 5 uyg de RNA total como se describiod
en la seccién anterior. Los oligonucleétidos se disefiaron empleando el software
Primer 3 (Applied Biosystems) (Tabla suplementaria 2). La reaccion de gRT-PCR
se realizé empleando el kit Fast Syber Green Master Mix (Applied Biosystem), con
100 ng de cDNA de cada muestra. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en
el equipo Abiprism 7500 Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystem). Las
condiciones de PCR utilizadas fueron: 20 s a 95° C, 40 ciclos de amplificacién (3s
a 95°C, 30 s a 60°C) y una “Melt Curve” (15 s a 95°C, 1 min 60°C). El gen tef-1 fue
empleado como gen de referencia para la normalizacion de los genes medidos,

mediante el uso de la férmula 2724°T [39].
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Generacion de las construcciones genéticas para el remplazo génico de los

genes Tvset, Tvgtpase, Tvsnf2y Tvpkc

Las construcciones para el remplazo de los genes Tvset, Tvgtpase, Tvsnf2 y
Tvpkc por el casete de higromicina, se realizd en base a la técnica de “Double
Joint-PCR” o PCR de doble unién. En una primera ronda de PCR se utilizé a la
enzima Herculase Il Fusion DNA Polymerase de alta fidelidad (Agilent
Technologies), para amplificar los modulos 5 y 3’ de cada gen con los
oligonucledtidos especificos Forward y Reverse-Fusion y Fusion-Forward vy
Reverse respectivamente, utilizando DNA gendmico de T. virens como molde. Los
oligonucledtidos de fusion contienen una region de homologia de 31 a 28 pb en
sus extremos 5’ pertenecientes al marcador de seleccion que confiere resistencia
a higromicina (hph) (Tabla suplementaria 3) [21]. El casete de hph fue
amplificado en su totalidad con los oligonucleoétidos DJhph-F y DJhph-R (Tabla
suplementaria 3), en presencia de la enzima Herculase 1l Fusion DNA
Polymerase, utilizando como molde al plasmido 1519-LacZ [40]. Los amplicones
se purificaron por columna con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. En la segunda ronda de
PCR, se mezclaron a los modulos 5 y 3’ y hph en una relacion 1:1:3 y se
agregaron los primers 5-Forward y 3’-Reverse (Tabla suplementaria 3). Las
construcciones resultantes TvSET, TvGTPase, TvPKc y TVSNF2 se purificaron por
columna como se describié anteriormente, y se verificd por medio de digestién con
las enzimas de restriccion Sph | para TVSET, TvGTPase y TvPKc, mientras que
TvSNF2 fue verificada con la enzima Pst | (ambas enzimas de New England
BioLabs). La extraccion del ADN total de micelio de T. virens se realizé segun el

protocolo descrito por Raeder y Broda [41].

Transformacion de T. virens por el método de protoplastos y seleccion de

transformantes estables
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Los productos de la PCR de doble fusién TvSET y TvSNF2 fueron utilizados para
transformar protoplastos de T. virens. La obtencion de protoplastos se realizé de
acuerdo al protocolo descrito por Baek y Kenerley[33], con ligeras modificaciones.
Se inocularon conidias de T. virens en 100 ml de PDB (Caldo Papa dextrosa,
DIFCOTM 24g/L) y se incubd por 3 dias a 28°C con agitacion a 250 rpm. El
micelio se colectd por filtracion, se lavé con agua y 0.5 gramos (peso humedo)
fueron resuspendidos en la solucion “Osmoticum” (CaCl, 50 mM, manitol 0.5 M y
MES pH 5.5, 50 mM), con 200 mg/ml de Enzimas liticas de T. harzianum (LET)
(Sigma). La mezcla se incub6 a 28°C con agitacion suave por 1 dia. Los
protoplastos se filtraron a través de una malla de nylon estéril con poros de 100
pm, y se centrifugaron 2000 rpm. Los protoplastos se lavaron dos veces con
solucion osmoticum y se resuspendieron en la misma solucion. Se tomaron 10 pl
de la suspensién de protoplastos para observar su integridad en el microscopio. A
250 pl de protoplastos se les agregoé 1 ug de DNA transformante. La mezcla se
incubd en hielo por 20 min, posteriormente se agregaron 250 ul de PEG-4000 al
60% en Osmoticum y se incubaron a temperatura ambiente por 20 min. De la
mezcla obtenida se hicieron diferentes diluciones y se mezclaron con 7 ml de
medio de seleccion (200 pug de higromicina/ml) con agar suave y se vaciaron a
cajas de Petri con medio selectivo con 200 ug de higromicina/ml. Las cajas se
incubaron a 25°C por 72 h y se aislaron las transformantes obtenidas. Las distintas
transformantes fueron sometidas a tres rondas de pases monoesporicos para
obtener mutantes estables. Las conidias de las distintas transformantes fueron
recolectadas de las cajas de Petri con 1 ml de agua bidestilada estéril y con ayuda
de un vidrio doblado (espatula). Las conidias fueron contadas al microscopio en
una camara de Neubauer, para posteriormente hacer diluciones seriadas y
sembrarlas en PDA con higromicina a una concentracion de 200 ug/ml, a una
densidad de 50 conidias por caja. De las colonias que emergieron, se tomaron dos

al azar para seguir con las rondas de pases monoespéricos. Después de las tres
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rondas de pases monoespaoricos, se extrajo ADN de las distintas transformantes
como se describio antes, y se realizé una PCR punto final para verifica el remplazo
génico. Para verificar el remplazo génico se disefid un oligonucle6tido reverso
sobre el casete hph y uno a 384 y 269 pb rio arriba de la regidn del extremo 5’ que
se tomo para el remplazo génico para TVSET y TvSNF2, respectivamente (Tabla
suplementaria 4). Las condiciones de la PCR fueron: un ciclo inicial de 5 m a 95°
C, 30 ciclos de amplificacion (30s a 95°C, 30 s a 55°C, 2.30 m a 72°C) y un ciclo
final de 5ma 72° C.
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Tabla 1. Expresion relativa de los 19 genes regulados diferencialmente a las 48,

72y 96 hpi (horas post-inoculacion), en los analisis de RNA-Seq.

48 hpi 72 hpi 96 hpi
1. Glutatién S-transferasa version larga-ld. 34822 +7.56% +10.81° +5.30%
2. Glutamina amidotransferasa 1-1d. 46295 +3.78° +45.74% +7.74°
3. Glucésido hidrolasa de la familia 7-1d. 90504 -3125° -714.28°  -25°
4. Reductasa tipo ferredoxina-1d. 57247 -5P +4.96°% ¢
5. 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa-Id. 46955 +18.56% +4.40% ¢
6. Proteina de choque térmico 30-1d. 215292 -20° ¢ +4.50%
7. Hidrofobina-Id. 143417 ¢ +7° +2.94°
8. Glutamina amidotransferasa-Id. 69268 ¢ +41.45% +11.06%
9.Transportador dicarboxilato/resistencia a telurita- ¢ +11.32° +18.27
1d.59885
10. Metil transferasa de lisinas-1d. 77874 +7.85° ¢ ¢
11. Remodelador de la Cromatina-1d.113458 +4.45° ¢ ¢
12. Guanosina trifosfatasa-Id. 70852 +20.96% ¢ ¢
13. Glucosil transferasa de la familia 4-1d. 83336 -50° ¢ ¢
14. Glucosido hidrolasa de la familia 18-I1d. 194859 -100° ¢ ¢
15. Cinasa-ld. 58043 -5.12° ¢ ¢
16. Glutation S-transferasa versién pequefia-.Id. ¢ +117.78% ¢
227149
17. Reductasa de quelatos de fierro-Id. 69153 ¢ ¢ +11.36°
18. Proteina de resistencia a 7-amicolesterol-1d.59885 ¢ ¢ +8.59°
19. Acuaporina-ld.6760 ¢ ¢ -4.16"

& El signo (+) denota induccién transcripcional con respecto al control
b El signo (-) denota represién transcripcional con respecto al control

¢ Sin cambio significativo con respecto al control
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Figura 1. Niveles de expresidon del gen sm-1 de T. virens Tv28.9 en presencia
y ausencia de A. thaliana mediante qRT-PCR. Plantulas de Arabidopsis thaliana
de 15 dias de edad fueron inoculadas con discos miceliales de la cepa silvestre de
T. virens. Como control se usaron los hongos crecidos en ausencia de la planta. El
micelio del hongo se colecto a las 48, 72 y 96 horas post-inoculacién, se extrajo el
RNA total, se generd el cDNA, y se determinaron los niveles de expresion por
gRT-PCR. Las barras azules representan a la cepa WT de T. virens en ausencia
de plantulas y las barras verdes al hongo en co-cultivo con Arabidopsis. El gen del
factor de elongacion de la traduccién (tef-1) fue empleado como gen de referencia
para la normalizacién de los genes medidos, mediante el uso de la formula 2724°T
[39]. La figura muestra los resultados de una réplica bioldgica representativa de

tres.
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C) Fold change

£ 0 &

Figura 2. T. virens presenta una reprogramacién de su transcriptoma en
respuesta a la presencia de A. thaliana. A) Diagrama de Venn que resume la
distribuciéon de los 691 genes regulados diferencialmente. En color naranja se
representan los genes que se regularon diferencialmente a las 48 hpi (horas post-
inoculacion), en color azul estan los que se regularon diferencialmente a las 72 hpi
y en color rosa los genes regulados diferencialmente a las 96 hpi en T. virens B)
Numero de genes regulados diferencialmente en T. virens a las 48, 72 y 96 h de
co-cultivo con A. thaliana, con un FC de al menos £ 2 y un FDR de < 0.05. Los
colores rojo y verde representan cambios positivos y negativos en la expresion
respectivamente, comparados con la condicion control. C) Agrupamiento
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jerarquico de los genes regulados diferencialmente en T. virens a las 48, 72 y 96 h
de co-cultivo con plantas de A. thaliana, con un FC de al menos £ 2 y un FDR de <
0.05. Los colores rojo y verde representan cambios positivos y negativos en la
expresion respectivamente, comparados con la condicidon control. La intensidad
del color es proporcional a la magnitud de la expresion diferencial. El

agrupamiento jerarquico se realiz6 utilizando el paquete heatmap.2 en R.
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Figura 3. Analisis por qRT-PCR de 19 genes expresados diferencialmente en
T. virens durante su interaccion con A. thaliana. Los perfiles de expresion de

los genes de T. virens a las 48, 72 y 96 h de cocultivo con plantulas de A. thaliana
se muestran a continuacion: A) Glutation S-transferasa version larga-ld. 34822, B)
Glutamina amidotransferasa-ld. 46295, C) Glucosido hidrolasa de la familia 7-Id.
90504, D) Reductasa tipo ferredoxina-ld. 57247, D) 3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa-ld. 46955, E) Proteina de choque térmico-ld. 215292, F)
Hidrofobina-ld. 143417, G) Glutamina amidotransferasa-ld. 69268, H)
Transportador dicarboxilato/resistencia a Telurita-1d.59885, 1) Metil transferasa de
lisinas-1d. 77874, J) Remodelador de la Cromatina-1d.113458, K) Guanosina
trifosfatasa-ld. 70852, L) Glucosil transferasa de la familia 4-1d. 83336, M)
Glucésido hidrolasa de la familia 18-1d. 194859, N) Cinasa-Id. 58043, O) Glutation
S-transferasa version pequefia, P) Reductasa de quelatos de hierro-Id. 69153, Q)
Proteina de resistencia a 7-amicolesterol-1d.59885, R) Acuaporina-1d.6760. Las
barras representan los promedios obtenidos de un triplicado técnico con su
respectiva desviacion estandar. Las barras azules representan a la cepa WT de T.
virens en ausencia de plantulas y las barras verdes al hongo en co-cultivo con
Arabidopsis. El gen que codifica para el factor de la elongacion de la traduccion
(tef-1) fue empleado para la normalizacion de los genes analizados, mediante el

uso de la férmula 2724°T [28].
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Figura 4. Andlisis de enriquecimiento de los principales grupos de
GenOntology (GO) de la interaccion T. virens-A. thaliana. Los datos de GO del
genoma de T. virens y los genes expresados diferencialmente se anotaron en
Blas2GO y se compararon con la finalidad de obtener el andlisis de
enriquecimiento (frecuencia de genes por cada GO) de las categorias funcionales
segun el proceso bioldgico, el andlisis tomo en cuenta un FDR de 0.05* y de
0.01**, respectivamente. En la imagen las categorias enriquecidas tanto inducidas
como reprimidas, estan diferenciadas por el eje de las X con valores positivos y

negativos.
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Construcciones genéticas que abarcan las regiones flanqueantes 5’ y 3’ de
TvSET, TvGTPase, TVSNF2 y TvPKc, fusionadas al casete hph que confiere
resistencia a higromicina y verificacion por restriccion de las mismas. A) Las
construcciones fueron generadas a partir de la fusion de los extremos 5’ y 3’ con
hph. Los fragmentos esperados son de 4348 pb para TvSET (carril 2), de 4165 pb
para TvGTPasa (carril 3), de 4210 pb para TvSNF2 (carril 4) y de 4433 pb para
TvPKc (carril 5). El carril 1 corresponde al MPM (Marcador de Peso Molecular de
1Kb). B) Representacion gréafica de los sitios de restriccion y la enzima utilizada
para la verificacion de las construcciones genéticas Tvset, Tvgtpasa, Tvsnf2 y
Tvpke, respectivamente. En el panel de arriba de cada construccién se sefiala el
tamafo de los fragmentos generados tras el corte de la enzima correspondiente.
C) Los tamafos de los fragmentos de la digestién de las construcciones son: de
2432 pb, 1274 pb, 642 pb para TvSET (carril 2), de 1420 pb, 1112 pb, 1054 pb,
579 pb para TvGTPase (carril 3), de 2393 pb, 1056 pb y 761 pb para TvSNF2
(carril 4) y de 1884 pb, 1246 pb, 1104 pb y 199 pb para TvPKc (carril 5). El carril 1
corresponde al MPM (Marcador de Peso Molecular de 1Kb). En la parte superior
de los paneles se indica el nombre de la enzima con la que se realiz6 la digestion.
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Figura 6. Analisis de PCR punto final para verificar el reemplazo génico en
cepas transformantes de Tvset y Tvsnf2. La PCR punto final de las
transformantes con un posible remplazo génico se realiz6 con un oligonucleoétido
reverso disefiado sobre el casete hph y uno sentido en el 5’ rio arriba de la regién
seleccionada para el reemplazo génico. Los fragmentos esperados son de 2564
pb para TVSET (carril 2-5) y de 2417 pb para TvSNF2 (carril 9-10). Los carriles 6 y
11 corresponden a los controles positivos (DNA correspondiente a la primera
ronda de pases monoesporicos que arrojaron un resultado positivo). Los carriles 7
y 12 a la cepa WT. El carril 8 y 13, controles negativos. El carril 1 corresponde al
MPM (Marcador de Peso Molecular).
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Tabla suplementaria 1. Oligonucleotidos para verificar las genotecas de la

interaccion T. virens-A. thaliana.

EF-1 CAGGTCGGTGCCGGATAC

TCAGAGAACTTGCAGGCAATGT

SM1 CCATCTACGTCTTGGCTGTTGA GCATCGAGCGCAATGTTG

Tabla suplementaria 2. Oligonucleétidos para la validacién del transcriptoma de

T. virens durante su interaccién con A. thaliana.

GTPase-70852 TGCCAATGTGGCGAGTATCA CGTGGCTGGCTAGTTGACACT
SET-77874 GAATGGCGGCCTTGGATT TCCACTCAGTTCTCGTGACGTT
GT4-83336 AGTTGCACGAGCGAATGTCA TCCAACTTCGCACGAAACAC
GH18-194859 TGAACTTTCTGGGCATTGCA CGCTCCCCCTTCTGATAGC
GST S.V.-227149 GCTCTGCTTGAGGCTGGACTT GTCACGCTCCCAATTTGGA
NOX-69153 CCCTCGTCTCGCCTCTAGTCT CGCTGCACACTCGTCAAGA
RTM1-59885 CTGGATGCACTGCCAATGTT TCGCCAGGGTATTTCCAATG
AQPs-6760 GATGGCGGGAAGCTGGAT CCCAAAAGACGACGCAATGT
GATasel-46295 GGCCGAACCCACTCACTTT CATGGCGACGGATGAACTC
GST L.V.- 34822 AAGCAATCACCCCGTTGGT CCAAAACATCGGGAGAATGAA
FNR-57247 CCAGGAGAGCCGCTGCTA TGGCCGTTTCCGTCGAT
3HCDH_N-46955 CGC CTG GAG CTC ACG AA TTGTCACCCACTCGTGTTTCA
HSP-215292 GCACGAGTCGGGCTTTGA CCTTGTTCTCGGGCTTCTTCT
TDT-158830 TTGCCCGTTGCACCTCTAG AGACTTTTCCCAGCTGCATGA
Hydrophobin-143417 CAAGGCCCCGAGGTTGA TCCCCCAGAGAAGGAATGC
GATase-69268 TCATGGAAGCCGTAAAAACGT GCCTTTGCCACGGTTGAGT
HSP-215292 GCACGAGTCGGGCTTTGA CCTTGTTCTCGGGCTTCTTCT
KN-58043 GCCCAAGCCGATAAGAAAGG ATTATTCCGTATTTGCGCCATT
SNF2-113458 GCCGTGGGATTAGCAGCAT GGCGAAAGGGCAGAAAGTCT
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Tabla suplementaria 3. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo para la PCR
Double-Joint.

5 SET-F CTACAAGATATAAGCCCTTATTGATGCG

5 SET-R-Fusién CTCCTTCAATATCAGTTAACGTCG
ATCTATAAAGAGAAGTCTGACGTGAGAGAAT

3 SET-F-Fusion GCGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG
ATTCAACATCTTAACACATGTTTCCTTC

3 SET-R AACCACAAAGAGAACAAAAGATGAAAAG

5 SNF2-F’ TCTCTCATATCTTTTGACTCGGATAGG

5 SNF2-R-Fusion CTCCTTCAATATCAGTTAACGTCGATC
ATCCCATGAAATGACAAACTCCATTTA

3 SNF2-F-Fusién GCGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG
CTAGAGGTTCGTATAACAGTATCATGGC

3 SNF2-R CTTGAAGAACGCTGGATATAGGGTC

5 Kinase-F AATGAACACCTTCACGGAATACATTG

5 Kinase-R-Fusion CTCCTTCAATATCAGTTAACGTCGATC

ATTAGCACATAATATTCGAAATCAGCCT

3 Kinase-F- Fusion GCGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG
AAATAAAATCTGGGTGCTTGGGATTT

3 Kinase-R TTTTATCGATAGCCACGGTACTAAAG

5 GTPasa-F AAACGCCAAGTCAAAGCTTCGCCTTT

5 GTPasa-R-fusion CTCCTTCAATATCAGTTAACGTCGATC
CAAAGACTGATTCTAGTTTGAGAATAGGAA

3 GTPasa-3-F-fusion CGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG
ACTATCATATGTATTTACTTACATAAATTA

3 GTPasa-3-R TGTTCTGGCAGTGCAATGAGACAAGAGACG
DJhph-F GATCGACGTTAACTGATATTGAAGGA
DJhph-R CTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGC

Las secuencias remarcadas corresponden a las regiones que hibridan con el marcador de

seleccion hph (higromicina).
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Tabla suplementaria 4. Oligonucleétidos utilizados para verificar el reemplazo
génico de las transformantes candidatas TVSET y TVSNF2.

F-SET 5’-HPH GGGCCATACTGCGCACGAACC
F-SNF2 5’-HPH TTTTGCCGCTCCCAACGCAGC
ld-Mut R TTTTGCCGCTCCCAACGCAGC
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