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Abstract

Trichoderma spp. are free-living fungi that are highly interactive in root, soil and foliar environments
as well as biological control agents (Harman et al., 2004). The competence for space and nutrients,
the production of toxic metabolites that prevent the colonization of phytopathogenic microorganisms
and mycoparasitism based on direct antagonism of plant pathogens, are a mechanism in biocontrol
(Viterbo et al., 2010). During the interaction with the roots of the plants, Trichoderma conferring
benefical attributions as the promotion of growth and the increase of systemic resistance, exerting
effects on the development and productivity of plants (Harman, 2006).

In the early stages of colonization Trichoderma spp. degrades the cell wall of plants, it is
constituted mainly by cellulose and hemicellulose and whose degradation is mediated by the
participation of hydrolytic enzymes. The production of the enzymes necessary for the hydrolysis of
the cell wall of plants is regulated at the transcriptional level by Transcription Factors, binding
proteins to regulatory DNA sequences that bind to the promoters of genes that activate or repress
transcription of genes involved in the synthesis of cellulase and hemicellulase enzymes.

Genetic regulation research, focused on the expression of lytic enzymes in Trichoderma spp.
can be useful for the increase in xylanse y cellulase activity (Van Peij et al., 1998; Stricker et al.,
2008) responsible for the degradation of cellulose and hemicellulose of plant biomass for the
bioproduction of high-added value compounds.

Colonizacion, Factor de transcripcion, Enzimas hidroliticas
1 Introduccién

Las especies del género Trichoderma spp. son microorganismos de vida libre, simbiontes de plantas
y ampliamente utilizados como agentes de control bioldgico (Harman et al., 2004). La competencia
por espacio y nutrientes, la produccion de metabolitos téxicos que impiden la colonizacion de
microorganismos fitopatdgenos y el micoparasitismo basado en el antagonismo directo de los
patdégenos de las plantas, son mecanismos en el biocontrol (Viterbo et al., 2010). Durante la
interaccion con las raices de las plantas, Trichoderma spp. confiere atribuciones benéficas entre las
que destaca la promocién del crecimiento y el aumento de la resistencia sistémica, ejerciendo efectos
sobre el desarrollo y productividad de las plantas (Harman, 2006).

Durante las primeras etapas de colonizacion Trichoderma spp. degrada la pared celular de las
plantas, constituida principalmente por celulosa y hemicelulosa y cuya degradacion esta mediada por
la participacién de enzimas hidroliticas. La produccion de las enzimas necesarias para la hidrélisis de
la pared celular de las plantas, se ve regulada a nivel transcripcional por Factores de Transcripcion,
proteinas de unidn a secuencias de DNA reguladoras que se unen a los promotores de genes logrando
activar o reprimir la transcripcion de genes involucrados en la sintesis de enzimas celulasas y
hemicelulasas.

Investigaciones en regulacion genética, enfocadas en la expresion de enzimas hidroliticas de
Trichoderma spp., logran ser de utilidad para el incremento en la actividad xilanasa y celulasa (Van
Peij et al., 1998; Stricker et al., 2008) encargadas de degradar celulosa y hemicelulosa de la biomasa
vegetal para la para la bioproduccién de compuestos de alto valor agregado.
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2 El Género Trichoderma

Las especies del género Trichoderma (Hypocreales, Ascomycetes), son hongos filamentosos
cosmopolitas, es decir, son hongos que pueden ser aislados de ecosistemas terrestres y ecosistemas
acuaticos (Zhang et al., 2005). En suelos, algunas especies se caracterizan por ser organismos de vida
libre, oportunistas, simbiontes de plantas, y micoparasitos. Ademas, debido a su alta capacidad
reproductiva, pueden colonizar distintos ambientes, (Bissett, 1991, Harman et al., 2004; Argumedo-
Delira et al., 2009). Su descripcion morfoldgica y fisiologica indica que las especies del género
Trichoderma presentan en su estado vegetativo, un micelio con septos simples, haploides y con una
pared compuesta por quitina y glucano. Se reproducen asexualmente mediante conidioforos hialinos
ramificados organizados en fidlides simples o en grupos con conidios de 3 a 5 um de diametro,
generalmente ovalados, unicelulares y coloreados usualmente de verde (Martinez et al., 2013).

Asimismo, presentan la capacidad de producir clamidosporas, las cuales son estructuras
vitales para la su sobrevivencia en condiciones adversas (Martinez et al., 2013). Son hongos aerdbicos
con la capacidad de tolerar un amplio intervalo de temperaturas (McBeath & Adelman, 1991). Los
valores 6ptimos de pH para su crecimiento se encuentran entre 5.5 a 6.5, y en algunos casos se ha
reportado que para su desarrollo en suelos se requiere un 60% de humedad. La alternancia de la luz
y su espectro influyen en la esporulacion, pigmentacion y produccion de metabolitos secundarios
(Wells et al., 1972; Purschwitz et al., 2006; Martinez et al., 2013).

3 Control Biologico

Las enfermedades de las plantas son un obstaculo importante para incrementar los rendimientos de
diversos cultivos dando lugar a grandes pérdidas econdmicas. Una alternativa ambiental segura para
controlar las enfermedades es el control bioldgico, el cual se basa en las interacciones antagonicas
naturales entre los microorganismos (Viterbo et al., 2010).

El uso de Trichoderma spp. como agente de control biol6gico, se debe basicamente a su
habilidad de reducir enfermedades causadas por hongos fitopatégenos, mediante mecanismos que
implican la competencia por espacio y nutrientes, antibiosis y micoparasitismo (Benhamou & Chet,
1997), logrando establecerse en la rizosfera vegetal actuando como microorganismos simbiontes y
oportunistas avirulentos (Harman et al., 2004; Shoresh et al., 2010).

3.1 Competencia por espacio y nutrientes

La competencia por espacio y nutrientes ha sido considerada uno de los mecanismos en el
biocontrol dentro del género Trichoderma, la cual es definida como el comportamiento desigual de
dos 0 méas organismos ante un mismo requerimiento (sustrato y/o nutrientes), siempre y cuando la
utilizacion por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para los demas (Infante
et al., 2009). La ubicuidad en suelos y rapida tasa de desarrollo del género Trichoderma, les permite
a estos hongos, competir por espacio durante la colonizacién de la rizosfera de plantas. Asimismo, la
produccidn de enzimas hidroliticas, le permiten degradar eficiente y versatilmente la materia organica
y utilizarlos como fuente de carbono y nitrogeno, lo que permite colonizar y evitar la proliferacion de
otros microorganismos en el mismo habitat. También se ha reportado que algunas cepas de
Trichoderma son capaces de producir sideroforos, los cuales quelan los iones hierro, generando un
déficit de nutrientes para otros hongos p. ej. Botrytis cinerea (Blaszczyk et al., 2014).
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Otra caracteristica recientemente reportada en cepas de Trichoderma harzianum, fue la
produccién y actividad mejorada de hidrofobinas durante la colonizacion de la raiz de la planta, lo
que permite la unién de filamentos miceliales a superficies de raices hidr6fobas. Ademas, las cepas
de Trichoderma son resistentes a fitoalexinas, flavonoides, terpenoides y fenoles que son compuestos
toxicos producidos por las plantas en respuesta a infecciones (Blaszczyk et al., 2014).

3.2 Antibiosis

La antibiosis es el proceso basado en la inhibicion del crecimiento de un organismo por el producto
metabolico (enzimas hidroliticas, metabolitos secundarios y pequefias moléculas toxicas) de otro sin
contacto fisico. Las cepas de Trichoderma producen metabolitos toxicos volatiles y no volatiles que
impiden colonizacion por microorganismos antagénicos, actualmente se han caracterizado
quimicamente més de 180 metabolitos secundarios que provocan un efecto inhibitorio o letal en
microorganismos fitopatdégenos (Gams & Bisset 1998; Reino et al., 2008) entre estos metabolitos, se
ha descrito que Trichoderma viride, Trichoderma harzianum y Trichoderma koningii son productores
del antibiotico volatil 6PAP (6-pentil-a-pirona) que inhibe el crecimiento de los hongos fitopatdgenos
B. cinerea, Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum.

En el caso de los peptaiboles, estos pueden presentar actividad inhibitoria o letal hacia hongos,
bacterias Gram-positivas y algunos virus y se caracterizan por ser moléculas polipeptidicas de 500-
2200 Da, con extremos N-acetilados y amino-alcoholes C-terminales y abundantes en aminoacidos
no proteinogénicos, particularmente acido o-aminoisobutirico (Degenkolb et al., 2003). Los
compuestos que pertenecen a esta clase incluyen tricotoxinas A y B, tricodeceninas, tricorovinas,
tricocelinas, trichorzianinas A y B, tricorzinas HA y MA, tricolonginas Bl y BII, longibraquinas,
atroviridinas A-C y neoatroviridinas A-D (Blaszczyk et al., 2014). Otros compuestos con propiedades
antibacterianas y fungicidas incluyen a las koningininas, viridinas, dermadinas, lignoreninas y
koningicinas, las cuales han sido utilizadas para el control bioldgico de R. solani, F. oxysporum,
Botrytis alli, Penicilium expansum, Aspergillus niger, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacterioides fragilis (Howell et al., 1998; Reino et al., 2008; Blaszczyk et
al., 2014).

3.3 Micoparasitismo

El micoparasitismo producido por Trichoderma esta basado en el antagonismo directo de los
patdgenos de las plantas en el suelo o en las raices de las plantas (Viterbo & Horwitz, 2010). El
micoparasitismo ejercido por algunas de las especies de Trichoderma, es un proceso complejo que
implica el crecimiento quimioorganotrofico sobre su huésped, mediante mecanismos de atraccion,
sujecion, enrollamiento y penetracién de la hifa. La actividad de las enzimas liticas frecuentemente
se combina con la produccion de antibidticos, incrementando el nivel de antagonismo (Monte, 2001).
Howell (2003), reportdé que la degradacion parcial de las paredes celulares en los hongos
fitopatdgenos B. cinerea y F. oxysporum por enzimas liticas facilitd la penetracion mas facil de los
antibioticos a las células patégenas (Blaszczyk et al., 2014).
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Figura 4.1 Micoparasitismo de Trichoderma virens (T) en Rhizoctonia solani (R). A) atraccién, B)
sujecion, C) enrollamiento, D) penetracion de la hifa del huesped

Fuente: (Mukherjee, 2011)

4 Interacciones de Trichoderma con otros microorganismos y plantas

Ademas del control bioldgico producido por especies de género Trichoderma, se sabe ahora que
algunas cepas también interactian intimamente con las raices de las plantas, colonizando las capas
externas de la epidermis (Harman et al., 2004), obteniendo e incrementando la inmunidad de la planta
contra patdgenos invasores (Shoresh & Harman, 2008a, Vargas et al., 2011). La presencia de
Trichoderma en la rizosfera establece una relacién benéfica, mejorando la adecuacion de las plantas
en respuesta a estrés bidtico y abiotico, la capacidad para colonizar las raices mediante la interaccion
microorganismo-planta se asocia a numerosos efectos benéficos sobre las plantas, entre los que
destaca la promocion del crecimiento y el aumento de la resistencia sistémica (Harman et al., 2004;
Shoresh et al., 2010; Keswani et al., 2014).

4.1 Promocién del crecimiento vegetal

Trichoderma spp. estimula el crecimiento y desarrollo de raices en plantas durante su colonizacion,
se han sugerido mecanismos basados en la adherencia, la penetracion y la colonizacion interna de las
raices de las plantas (Hermosa et al., 2012) mediante la intervencion de metabolitos toxicos y factores
de crecimiento (Hermosa et al., 2012), ademas posee la capacidad de solubilizar metales (zinc,
magnesio, hierro o cobre) convirtiéndolos a nutrientes asimilables para la planta. EI hongo produce
auxinas, hormona vegetal que controla muchos aspectos del crecimiento y desarrollo de las plantas
lo que, a su vez, facilita la colonizacion e incrementa la absorcion de nutrientes (Contreras-Cornejo
etal., 2009; Grossmann, 2010). Al igual que las auxinas los Compuestos Organicos Volatiles (VOCs),
compuestos lipo6filos de bajo peso molecular han sido reconocidos como moléculas claves en la
promocion del crecimiento de las plantas (Paul & Park, 2013; Garnica-Vergara et al., 2015; Lee et
al., 2016).
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4.2 Induccidn de resistencia sistémica (IRS)

Las plantas estan expuestas a microorganismos patdgenos y simbiontes. Las estrategias eficaces para
detectar el peligro y crear respuestas de defensa son cruciales para la supervivencia de las plantas
(Lorenzo et al., 2011). La activacion de defensas de las plantas, asi como el refuerzo de la pared
celular y la acumulacion de compuestos antimicrobianos (Chacon et al., 2007, Contreras-Cornejo et
al., 2011, Salas-Marina et al., 2011) se ven reflejados, desencadenando respuestas vegetales que
pueden resultar una mayor capacidad defensiva de la planta (Bailey et al., 2006, Alfano et al., 2007,
Moréan-Diez et al., 2012). Las plantas son resistentes a la mayoria de los microorganismos patdgenos
a través de la inmunidad innata, y el mecanismo de defensa sistémica (Coninck et al., 2011; Hermosa
etal., 2013). Con base a las lesiones, las plantas pueden activar su resistencia de dos maneras distintas:
resistencia sistémica adquirida (SAR) y resistencia sistémica inducida (ISR) (Zipfel, 2014). En la ISR
no sélo es iniciada por los patdgenos, también es inducida por la colonizacién de las raices y la
interaccion con el sistema mutualista 0 microorganismos promotores del crecimiento de las plantas
(PGPR) (Djonovic et al., 2007).

Las primeras respuesta implican flujos de iones a traves de la membrana plasmaética, la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la eliminacién de calosa (polisacarido
compuesto por residuos de glucosa unidos entre si por enlaces -1,3, denominado beta-glucano)
(Shoresh et al., 2010). En muchos casos, el acido salicilico o el &cido jasmonico, junto con el etileno
(ET) o el 6xido nitroso, inducen una cascada de eventos que conducen a la produccion de una variedad
de metabolitos y proteinas con funciones diversas (Hammerschmidt et al., 2001, Shoresh et al., 2010),
pero también se ha demostrado que los compuestos secretados incluyendo antibidticos,
biosurfactantes y compuestos organicos volatiles provocan resistencia sistémica.

Aungue no existe una comprension clara del proceso de reconocimiento de plantas por
Trichoderma, se han descrito varios inductores que pueden activar la inmunidad basal de la planta
(Hermosa et al., 2013). Se conocen tres clases de compuestos producidos por cepas de Trichoderma
que inducen resistencia en plantas. Estas moléculas son homdlogos de proteinas codificadas por los
genes de avirulencia (Avr4, Avr9 y LysM) (De Wit et al., 2002; Harman et al., 2004; Stergiopoulos
& De Wit, 2009; De Jonge et al., 2010; Kubicek et al., 2011), oligosacaridos y/o compuestos de bajo
peso molecular (peptaiboles) (Engelberth et al., 2001; Hanson & Howell, 2004; Luo et al., 2010;
Hermosa et al., 2012) y proteinas con funciones enzimaticas (xilanasa, celulasa y swollenin)
(Martinez et al., 2001; Brotman et al., 2008; Pieterse et al., 2009), que se liberan de las paredes
celulares de hongos o plantas por actividad enziméatica (Harman et al., 2004; Hermosa et al., 2013).

5 Regulacién transcripcional de las enzimas que degradan la pared celular de las plantas

Durante la interaccién de Trichoderma con las raices de las platas la produccién de enzimas tiene un
papel importante en la degradacion de la pared celular, permitiendo el acceso del microorganismo a
los tejidos vegetales (Salmond, 1994). Dicha produccion es controlada por la regulacion de la
transcripcion en Trichoderma spp. Esta caracteristica regula la expresion genética, logrando la
secrecion de enzimas en respuesta a carbohidratos disponibles y mediados por factores de
transcripcion.

5.1 Componentes de la pared celular

La composicion y estructura de la pared celular varia ligeramente entre las especies de plantas. La
figura 4.2 muestra la composicién béasica presente en la mayoria de las especies vegetales, contiene
microfibras de celulosa, hemicelulosa y pectina que junto con las proteinas forman una estructura
rigida y compleja (Cosgrove, 2005).
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La celulosa esta formada por enlaces 3-1,4-D-glucosa de forma lineal, donde las moléculas
de glucosa forman enlaces por puente de hidrogeno formando una microfibrilla cristalina
mecanicamente fuerte y altamente resistente al ataque enzimatico (Cosgrove. 2005). Por otra parte,
la hemicelulosa es usualmente clasificada de acuerdo a los principales residuos de azlcar en la cadena
principal del polimero, se presenta en forma de Xiloglucano que consiste en una columna vertebral
de xilosa con residuos de glucosa, galactosa y fructosa. Arabinoxilano que consiste en un esqueleto
de 1,4-B-D-xilano con cadenas laterales de arabinosa y otras moléculas, como el acido glucurénico y
ésteres de 4cido ferulico. El xilano es el sustrato hemicelulolitico més abundante presente en la pared
celular de maderas duras y cereales.

Este complejo heteropolisacarido contiene una columna vertebral de B-1,4-D-xilosa que
puede ser ramificado por L-arabinosa, D-galactosa, ademas de residuos de acetilo, feruloil y &cido p-
cumarico y glucurénico dependiendo la fuente de xilano. Mientras que los mananos se encuentran en
cantidades menores. Los principales polisacaridos de pectina incluyen el ramnogalacturonano 1y el
homogalacturonano, con cantidades menores de xilogalacturonano, arabinano, arabinogalactano | y
ramnogalacturonano Il. Debido a su composicion quimica y a la naturaleza de este sustrato, la
degradacion completa de la celulosa y xilano requiere de la accidén de varios mecanismos para su
completa descomposicion.

Figura 4.2 Estructura de la pared celular primaria
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5.2 Enzimas implicadas en la degradacién de la celulosa y hemicelulosa

La pared celular vegetal consiste principalmente en los grandes biopolimeros celulosa, y
hemicelulosa. Estos biopolimeros son degradados con la ayuda de enzimas extracelulares que actlian
sobre los enlaces glicosidicos terminales y/o internos. Estas son conocidas como enzimas de
degradacion de la pared celular (CWDE’s). En la figura 4.3 (a) se muestra la accién de las enzimas
celulasas donde actuan tres diferentes tipos; celobiohidrolasas (1,4--D-glucan celobiohidrolasas, EC
3.2.1.91) que rompen unidades de celobiosa de los extremos del polisacarido, endoglucanasas (1,4-
-D-glucan-4-glucanohidrolasas, EC 3. 2. 1. 4) encargadas de cortar las cadenas de celulosa
internamente de las regiones amorfas proporcionando mas extremos para que actien las
celobiohidrolasas y B-glucosidasa (EC 3. 2. 2. 21) que hidrolizan la celobiosa a glucosa.
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Por otra parte, la figura 4.3 (b) muestra la hidr6lisis del xilano por la accién sinérgica de
enzimas, endo-xilanasas (endo-p-1,4-xilanasa, EC 3.2.1.8) encargadas de romper internamente la
cadena principal, exo-xilanasa (3-D-xilosidasa EC 3.2.1.37) liberan azticares monoméricos y enzimas
auxiliares que rompen cadenas laterales de polimeros u oligosacéridos que conducen a la liberacion
de monosacaridos o disacaridos. Ademas de enzimas encargadas de romper las ramificaciones de la
cadena principal del xilano, entre los que participan enzimas en la degradacion de arabinofuranosa
(a-L-arabinofuranosidasa, EC 3.2.1.55), acido glucordnico (B-glucuronidasas, EC 3.2.1.139), acido
feralico (&cido ferdlico esterasa, EC 3. 1. 1. 73) y grupos acetil (acetilxilan esterasa, EC 3.1.1.72).

Figura 4.3 Degradacién de celulosa y hemicelulosa. (a) sitios para las principales actividades de las
enzimas celuloliticas y (b) sitios para las principales actividades de las enzimas hemiceluloliticas
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5.3 Regulacion de los genes que codifican para enzimas celulasas y hemicelulasas

Los principales genes de celulasa y hemicelulasa son regulados de forma coordinada por la fuente de
carbono disponible (Foreman et al., 2003; Aro et al., 2005), induciendo o reprimiendo la expresion
de genes de celulasa y hemicelulasa. De tal manera que la produccién de estas enzimas depende de
un equilibrio entre los efectos de induccion y represion catab6lica de los distintos compuestos
presentes en el sustrato o medio de cultivo.

La regulacion de los genes de la celulasa se ha analizado a nivel molecular principalmente en
T. reesei, y se ha descrito la mayor variedad de compuestos que provocan la expresion de la celulasa
para este hongo (Suto & Tomita, 2001; Aro et al., 2005; Amore et al., 2013; Gutiérrez-Rojas et al.,
2015). La soforosa es el inductor soluble méas potente y ha sido durante muchos afios considerado
como el inductor natural de las celulasas, pero es especifica sélo para ciertos hongos incluyendo
Trichoderma reesei, Aspergillus terreus y Penicillium purpurgengen, ya que se ha demostrado que la
soforosa no induce expresion de celulasa en Penicillium janthinellum, Penicillium chrysosporium,
Aspergillu nidulans y Aspergillu niger (Gielkens et el., 1999; Nazir et al., 2010; Sun et al., 2012).
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Igualmente, se ha demostrado que el crecimiento en presencia de celobiosa, xilobiosa, xilosa
y sorbosa induce la expresion de la celulasa en T. reesei (Ilmén et al., 1997; Suto & Tomita, 2001).
Por otra parte el disacarido lactosa es actualmente la Unica fuente de carbono soluble y
economicamente factible que permite la expresion del gen de la celulasa y ha sido utilizada como
fuente de carbono en la produccion de enzimas homdlogas y proteinas heterélogas bajo el promotor
cbhlen T. reesei (Penttild, 1998). Sin embargo aun no se entiende la expresion que provoca el efecto
de la lactosa, ya que, no es un componente de los polimeros de la pared celular de la planta y en
presencia de D-glucosa la transcripcion se encuentra reprimida, mientras que en ausencia de ésta y
en la presencia de celulosa la transcripcion es fuertemente inducida (Suto & Tomita, 2001).

La produccion de hemicelulasas por T. reesei se induce en presencia de celulosa, xilano,
arabinano, soforosa, xilobiosa y L-arabitol. Se ha demostrado que la xilobiosa induce genes de T.
reesei implicados en la hidrolisis de xilano, los genes de xilanasa (xynl y xyn2) y B-xilosidasa (bxI1),
asi como los genes de enzima a-galactosidasa (agll y agl2) y a-glucuronidasa (glrl) (Margolles-
Clark etal., 1997). Ademas, la expresion del otro gen xilanasa (xyn2) ha demostrado ser parcialmente
constitutiva e inducible por xilobiosa y soforosa (Zeilinger et al., 1996). Sin embargo la xilosa a
concentraciones muy bajas puede actuar como un inductor (Margolles-Clark et al., 1997) y a
concentraciones mas altas como represora, como se ha demostrado en A. niger (De Vries et al., 1999).
Mientras que la arabinosa y L-arabitol inducen la expresion de un conjunto de genes que codifican
enzimas implicadas en la degradacion del arabinoxilano, por ejemplo, los genes que codifican
arabinofuranidasidas (afbA y afbB) y arabinoxilan arabinofuranohidrolasa (axhA) en A. niger (de
Vries et al., 1994; Gielkens et al., 1997). Por otra parte, L-arabitol induce la expresion de xynl, xyn2,
bxI1, agll, agl2, y el gen abfl que codifica la a-L-arabinofuranosidasa (Margolles-Clark et al., 1997).

5.4 Factores de transcripcion que regulan la expresion génica de celulasa y hemicelulasa

La produccion de enzimas celulasas y hemicelulasas es regulada principalmente a nivel
transcripcional (Raulo et al., 2016) por factores de transcripcion (FT), proteinas de union a secuencias
de DNA reguladoras que se unen a los promotores de genes que codifican las enzimas implicadas en
la degradacion de los biopolimeros (Aro et al., 2005; Kowalczyk et al., 2015).

Durante los ultimos afios, los genes que codifican las enzimas degradantes de la pared celular
de la planta han demostrado estar sujetos a regulacion por diversos factores y algunos han sido
caracterizados. Varios estudios gendmicos y transcriptomicos se han realizado en T. reesei para
revelar la protedmica funcional de las enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas. Productos génicos
que codifican las enzimas lignoceluloliticas de T. reesei estan coordinadamente regulados por un
conjunto de FT, tales como XYR1, ACE1, ACE2, CRE1 y HAP 2/3/5 (Bischof et al., 2015), que son
necesarios para la regulacion positiva y negativa de la producciéon enzimatica (Aro et al., 2005;
Stricker et al., 2007; Dashtban et al., 2011).

El principal regulador positivo de la expresion genética de celulasas y hemicelulasas para la
degradacion de xilano es Xyrl (Stricker et al., 2006; Stricker et al., 2008; Van Peij y et al., 1998,
Stricker y et al., 2006, Mach-Aigner y et al., 2012), es una proteina de union al DNA con un cluster
binuclear de zinc. Esta proteina se une al motivo 5"GGCTA3" ubicado como una repeticion invertida
separada por 10 pb en la region promotora (Rauscher et al., 2006; Stricker et al., 2006). Se demostro
que la regulacién transcripcional de los principales genes hidroliticos que codifican para los genes
xynly xyn2 (xilanasas | y II), cbhl y cbh2 (celobiohidrolasas I y 1) y egll (endoglucanase 1) es
estrictamente dependiente de Xyrl (Stricker et al., 2008). La regulacion de los genes a través de Xyrl
no es afectada por D-xilosa, xilobiosa, soforosa y lactosa (Stricker et al., 2007, Stricker et al., 2006).
La expresion de Xyrl esta regulada exclusivamente por represion catabdlica por carbono bajo el
regulador negativo Crel-dependiente (Mach-Aigner et al., 2008; Stricker et al., 2007).
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El regulador transcripcional XInR (gen ortdlogo del FT Xyrl de T. reesei) de Aspergillus
niger, ha demostrado estar regulado por los genes XInB, XInC y XInD que codifican endoxilanasas
B, endoxilanasa C y p-xilosiodasa, respectivamente. También esta implicado en la activacion de los
genes de transcripcion de celulasa, tales como las que codifican para las dos endoglucanasas eglA y
eglB (Van Peij et al., 1998; Gielkens et al., 1999). Ademas, el XInR ha demostrado que afecta
positivamente la transcripcion de varios genes implicados en la degradacion de hemicelulosa,
incluyendo glucuronidasa A, acetilxilanesterasa A, arabinofuranohidrolasa A y feruloilesterasa A
(Amore et al., 2013).

Los FT como ACE1, ACE2 y ACES3 son responsables de la regulacion de la celulasa y la
hemicelulasa que codifican los genes en T. reesei (Aro et al., 2003; Hékkinen et al., 2014), al igual
que Xyrl, los FT ACE2 y ACE3 son una proteina con un cluster binuclear de zinc. EI gen ACEII
(ace2) es un regulador de transcripcion positivo de genes que codifican para xilanasas y varias
enzimas celuloliticas. Se ha demostrado que se unen in vitro a 5" GGCTAATAA del promotor del gen
cbhl y xyn2 de T. reesei y regula los genes cbhl, cbh2, egll, egl2 y xyn2 (Aro et al., 2001), y la
reduccion de la actividad total de la celulasa por 30-70%. EI gen Acel de T. reesei codifica para un
FT de tipo Cys2-His2 y se demostrd que se unen in vitro a ocho sitios que contienen la secuencia 5
AGGCA dispersos a lo largo del promotor cbhl. La delecién de Acel dio lugar a un aumento en la
expresion de los genes de celulasa y dos genes de xilanasa en cultivos inducidos por soforosa y
celulosa, indicando que ACEI acttia como represor de la expresion de celulasa y xilanasa (Aro et al.,
2003). También se ha demostrado que ACEI compite con Xyrl por el sitio de union (Rauscher et al.,
2006) y reprime la expresion génica de Xyrl (Mach-Aigner et al., 2008). Se obtuvo més evidencia
sobre la funcidn antagénica de ACEI hacia XYRI combinando la expresion constitutiva de Xyrl bajo
un promotor fuerte y la regulacién negativa de Acel, lo que condujo a una produccion mejorada de
actividad de celulasa y xilanasa por T. reesei Rut-C30 cultivado en celulosa (Wang et al., 2013).

La clave en la represion de la glucosa en Trichoderma spp., se debe al FT Crel de tipo
Cys2His2 (limén et al., 1996; Dowzer & Kelly, 1991), la dinamica de represion catabdlica de Crel
ha sido mejor comprendida gracias al estudio del mutante RUT-C30, el cual Crel aparece truncado
y solo codifica para una de las 2 regiones de “dedos de zinc” de la proteina Crel. De esta manera, T.
reesei RUT-C30 produce celulasas y hemicelulasas en un medio que contiene glucosa, y cuando se
complementa la mutacion con el gen Crel de la cepa silvestre se restaura el fenotipo de represién por
glucosa (limén et al., 1996). Ademas, se ha determinado que el papel de Crel va mas alla de no
permitir la represion por glucosa al demostrar que la delecion de Crel en una cepa silvestre lleva al
incremento tanto en la actividad como en la cantidad de RNAm de celulasas en un medio con glucosa,
resultado esperado por la liberacién de la represion catabodlica (Nakari-Setéla et al., 2009). También
se observé que la produccion de celulasas en el medio con glucosa fue mucho més baja que en un
medio con celulosa para la cepa deficiente en Crel, asi como un aumento en la produccion de
proteinas en el medio con celulosa, evidenciando que Crel juega un papel importante en la
modulacion de la expresion de genes de celulasas bajo condiciones de induccidn.

Por otra parte, se ha reportado que los genes CreA, CreB y CreC (genes ort6logos de T. reesei)
de Aspergillus spp. estan involucrados en el mecanismo de regulacion de la represion de catabdlica
de carbono (Dowzer & Kelly, 1991; Todd et al., 2000; Lockington & Kelly, 2001). La represion por
CreA en Aspergillus ha demostrado que codifican celulasas, arabinasas, endoxilanasas y otras
actividades xilanoliticas como xilosidasa, feruloil esterasa y algunas pectinasas (De Vries & Visser,
2001). En A. niger, la expresion de genes xilanoliticos y celuloliticos es fuertemente reprimida por
glucosa, fructosa y D-xilosa. Esta represion es mediada fundamentalmente por CreA, que es el
ortlogo de Crel en T. reesei (De Vries et al., 1999; Ruijter & Visser, 1997). De Vries et al., (1999)
evaluaron esta dinamica comparando la expresion de genes xilanoliticos en una cepa silvestre y una
mutante para CreA encontrando que el nivel de expresion de estos genes depende del balance entre
la induccion por XInR y la represion por CreA.
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La D-xilosa es liberada gradualmente del xilano, lo que lleva a una baja concentracién de D-
xilosa en el medio. Bajo estas condiciones la represion por D-xilosa mediada por CreA es baja y se
detectan niveles altos de expresion. Cuando los niveles de D-xilosa en el medio alcanzan
concentraciones de 70 mM, la represion a traves de CreA juega un papel mas importante, resultando
una disminucion de los niveles de expresion (De Vries et al., 1999). En la Figura 4.4 se muestran los
FT positivos y negativos que se conocen hasta el momento, en los 3 modelos estudiados, T. reeseli,
A. niger y N. crassa, responsables de dicha regulacion.

Figura 4.4 Representacion esquematica de los factores que afectan a la transcripcién celulasas y
xilanasas expresion en T. reseei (recuadro morado), Neurospora crassa (caja naranja) y Aspergillus
spp. (verde)
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Estudios recientes, han evaluado los niveles relativos de expresion de los genes que codifican
las actividades hidrolasa y los genes que codifican elementos de regulacion, tales como el AreA, PacC
y CreA, mediante técnicas de PCR en tiempo real (RT-qPCR) empleadas para identificar posibles
mecanismos de regulacion transcripcional en Aspergillus oryzae durante fermentacién en estado
solido (McKelvey & Murphy, 2010).

Mientras que, Sun y Glass (2011) evaluaron el nivel de expresion de genes y la actividad de
celulasas en una mutante para el ortélogo de Crel/CreA en N. crassa. Cuando este mutante se sembré
en un medio con Avicel® como Unica fuente de carbono, mostré una mayor velocidad en el consumo
del sustrato en comparacién con la cepa silvestre, alcanzando el 30% mas de proteinas secretadas al
medio y el aumento del 50% en la actividad de endoglucasas, demostrando el rol de Crel en la
represion de la expresion de celulasas. Coradetti et al., (2012) reportaron dos nuevos factores de
transcripcion, para el crecimiento y la actividad enzimatica sobre celulosa, pero no requeridos sobre
hemicelulosa o xilano y, que codifican para factores de transcripcion de la superfamilia del cluster
binuclear de zinc especificos de hongos. Demostrando que Clr-1 es un elemento critico en el
mecanismo para la deteccion de celobiosa de N. crassa, durante su crecimiento en Avicel®
promoviendo la expresion de genes necesarios para la utilizacion de celobiosa. Los estudios
realizados en T. reesei, A. niger y, recientemente en N. crassa relacionados con los mecanismos de
hidrolisis enzimatica y los relacionados con la expresion de los genes que codifican a esas mismas,
muestran similitudes y diferencias en los mecanismos de accion entre ellos.
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Una de las mayores similitudes entre T. reesei y A. niger es la presencia de un FT Xyr1/XInR
responsable de la activacion de la transcripcion bajo condiciones de induccién. Ademas, en T. reesei
se han identificado el regulador positivo Ace2, cuyo ortdlogo no han sido reportados en Aspergillus
spp. Otra caracteristica en comun en estos sistemas es el fendmeno de represion catabolica, en donde
el producto final de la hidrdlisis enzimatica es el directo responsable de la regulacion negativa a nivel
transcripcional. Este mecanismo evita que el hongo sintetice una cantidad excesiva de celulasas
cuando existe disponibilidad de otras fuentes de carbono facilmente asimilables.

La regulacion de los genes que codifican las enzimas necesarias para la degradacién y
asimilacion de sustratos de gran complejidad por FT activa o reprime la transcripcién de promotores
especificos implicados en la sintesis y secrecion de grandes cantidades de enzimas lignoceluloliticas
a partir de la degradacion de sustratos complejos presentes en el medio que se desarrollan.

Para el control de la expresion genética, el analisis de los mecanismos de accidn enzimatica y
regulacion es un &rea importante de la investigacion. Donde las proteinas activadoras de la
transcripcion son las mas estudiadas, que debido a la union a secuencias de DNA reguladoras
permiten incrementar la expresion de genes que codifican para la sintesis de enzimas hidroliticas.

Diferentes estudios involucrados en la regulacion transcripcional se han visto reflejados
dentro del género Trichoderma. Hasta la fecha, algunos activadores de la transcripcion han sido
descritos de forma detallada (Rauscher et al., 2006; Stricker et al., 2006; Mach-Aigner et al., 2008),
por ello, el estudio de nuevos FT involucrados en la activacion de enzimas xilanasas y celulasas de
interés biotecnoldgico en otras especies permitiran el incremento en su produccion. Muchas de las
enzimas degradadoras de biopolimeros han recibido atencion considerable por su aplicacion
potencial. El uso de enzimas degradadoras de ligninocelulosa a partir de la hidrolisis de biomasa
vegetal es objeto de estudio, ya que los azucares liberados podrian servir de materia prima en la
bioproduccién de productos quimicos y biocombustibles por microorganismos.

6 Importancia biotecnoldgica de Trichoderma

Los hongos del género Trichoderma spp. han sido explotados en aplicaciones biotecnoldgicas, el uso
de algunas de estas especies resultan de interés para la produccién de proteinas bioldégicamente
importantes y son mas conocidos por su capacidad para producir enzimas que degradan la celulasas
y hemicelulasas utilizadas para despolimerizar la biomasa a azUcares simples que se convierten en
productos intermedios quimicos y biocombustibles, como el etanol. Por ello, que en los Ultimos afios
la busqueda de nuevos genes encargados de la regulacién enzimatica a partir de microorganismos del
género Trichoderma ha proporcionando informacion muy valiosa, evaluando las vias de regulacion
como respuesta a los diversos polimeros vegetales.

Los beneficios de Trichoderma spp. en la agricultura se debe a su capacidad para proteger los
cultivos contra las enfermedades y aumentar el rendimiento de los cultivos en condiciones de campo
(Lorito et al., 2010) siendo los microorganismos mas empleados, con mas del 60% de los
biofungicidas registrados en todo el mundo (Verma et al., 2007). Son colonizadores de las raices de
muchas plantas como simbiontes vegetales oportunistas y avirulentos (Harman et al., 2004) y
utilizados como agentes de biocontrol, por su accion bioldgica contra sus competidores (Brotman et
al., 2010; Lorito et al., 2010). Se ha reportado que promueve el crecimiento vegetal, facilita la
absorcion de agua, sales minerales, nutrientes y el uso de carbohidratos. Los mecanismos de defensa,
la produccion y secrecion de enzimas, el desarrollo sexual y la respuesta a condiciones ambientales
como nutrientes y luz han sido estudiados con gran detalle con muchas especies de este género.
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Diversos estudios estan enfocados en desarrollar cepas encargadas de producir metabolitos
secundarios tales como antibioticos, micotoxinas, fitotoxinas (Mukherjee et al., 2006, Shoresh &
Harman, 2008b, 2008) y enzimas que degradan la pared celular (Sharma et al., 2011; Hermosa et al.,
2012). Trichoderma es el género mas estudiado, con el genoma de tres especies disponibles;
Trichoderma ressei, Trichoderma atroviride y Trichoderma virens (Schuster & Schmoll, 2010). En
los dltimos afios, el incremento de estudios han contribuido a dilucidar la base molecular de la
interaccion Trichoderma-planta y los efectos beneficiosos para las plantas (Hermosa et al., 2012),
para disefiar cepas que sean mas efectivas que las silvestres y con el objetivo de conocer los
mecanismos moleculares de las interacciones de estos organismos con factores bidticos y abioticos.
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