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PROLOGO

Tengo el honor de haber sido designado como ponente de la leccion
inaugural del Curso académico 2017-2018, en el Campus de Ponfe-
rrada. Este es un hecho tinico en la carrera profesional de un Profesor
Universitario, que se deriva de los muchos afios de actividad docente
e investigadora dedicados a esta Universidad y mas concretamente
al Campus de Ponferrada. El azar, la oportunidad, pero sobre todos
esos muchos anos de dedicacion han hecho que haya sido propuesto
para pronunciar esta leccion, ocasion que aprovecharé también para
exponer algunos de los logros alcanzados por nuestro grupo, no sélo
en estos ultimos veinte afos, sino en la totalidad de mi actividad pro-

fesional.

En este momento hace 20 afnos que inicié mi labor como docente
en el Campus de Ponferrada de la Universidad de Leén. Comenza-
ba el curso 1997-1998 como Profesor Asociado a “tiempo completo”,
aunque previamente habia sido Ayudante de Universidad, ejerciendo
mi actividad en el Campus de Vegazana (Ledn) desde el afio 1992y,
con anterioridad, como becario, en todos los casos desempenando mis
funciones en el Area de Microbiologia. Este curso académico que aho-
ra comienza tiene especial significado en mi trayectoria profesional, ya
que coincide con mi reciente promocion a Catedratico de Microbiolo-
gla, por lo que me honra especialmente, no sélo por la imparticion de
la leccion inaugural del curso académico, sino también por el momen-

to en el que esta se produce.

Aprovecho esta oportunidad para agradecer a mis maestros, los
Doctores Juan Francisco Martin, Enrique Monte Vazquez, Raymond
J. Deshaies y Nancy J. Alexander el haberme transmitido sus cono-
cimientos, pero sobre todo el haberme ensefiado el camino para en-

frentar los numerosos retos que se plantean a lo largo de una carrera



cientifica. No puedo olvidar tampoco a todos los estudiantes de docto-
rado y companeros de laboratorio, de los que siempre he recibido mas
ensefianzas de las que yo les he proporcionado y que han sido parte

fundamental de mi vida en estos anos.

Finalmente a mi familia transmitirle mi carifio y agradecimiento,
por poner las bases fundamentales que me han hecho lo que soy y que
con la educacién que me transmitieron también han hecho posible al-

canzar este momento
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Leccion Inaugural Curso 2017-2018. Campus de Ponferrada
1. INTRODUCCION

El planteamiento de una leccion inaugural de un curso académico
siempre debe tener un sentido generalista, dado el caracter multidis-
ciplinar de la audiencia, pero a su vez suficientemente atractivo para
suscitar el interés de la misma, evitando aspectos excesivamente téc-
nicos y especializados. Por ello planteo esta leccion, en su parte inical,
de forma semejante a como lo hariamos en lecciones de inicio de curso
de alumnos que cursan asignaturas de Microbiologia por primera vez
en sus carreras universitarias, como serian los alumnos de los actuales
Grados en Biologia, Biotecnologia, Enfermeria e Ingenieria Agroali-
mentaria, que son en las que he centrado mi labor docente de los ulti-
mos anos. Para ello intentaré en un principio describir las caracteristi-
cas principales de los hongos filamentosos, su relaciéon con el resto de
los seres vivos, los distintos tipos de hongos existentes, su importancia
en la naturaleza, asi como sus aplicaciones en la industria biotecno-
logica, centrando la leccion en los aspectos que han sido estudiados
por los grupos de investigacion en los que he estado implicado. Final-
mente se analizard cual ha sido el impacto de las nuevas herramientas

moleculares en el estudio de estos organismos.
1.1. Descripcion de los hongos

Los miembros del Reino Fungi estan presentes en practicamente
todos los nichos ecoldgicos. A pesar de su gran diversidad, la mayo-
ria de los hongos comparten unas caracteristicas celulares que son la
base del éxito de su crecimiento, desarrollo, proliferacion y supervi-
vencia. Los hongos son organismos eucarioticos, es decir presentan
compartimentalizacion de funciones fisiologicas en la célula (nticleo,
mitocondrias, reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi, etc.) (Fig. 1),

pero a diferencia del resto de eucariotas (células animales, plantas,
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algas y protozoos) presentan una caracteristica diferencial importante,
que es la presencia de una pared celular con una organizacion y
composicion peculiares. Por otro lado, otra caracteristica que presentan
la mayoria de los hongos es la posibilidad de formacién de estructuras
tilamentosas, denominadas hifas, que en su conjunto constituyen el
micelio. Las hifas pueden ser cenociticas, es decir sin separacion fisica
entre los nucleos, o tabicadas, en las que hay un septo que separaria
las distintas células (= nucleos) (Fig. 1).

Septo Vesiculas

Aparato
de Golgi Pared
celular
Agregado
de Lipides Wit ia
Membrana
plasmitica
- iee=" Reticulo

Melén (Peoria, 1943)

Fig. 1. A. Ejemplos de hongos filamentosos creciendo en la superficie de frutas y pan. B. Fo-
tografia de una colonia de un hongo filamentoso. C. Esquema de una hifa fingica tabicada,
incluyendo los elementos mas importantes de las células que la componen

1.1.1. La pared celular fangica

Es una estructura que se encuentra en gran diversidad de organis-
mos, con estilos de vida de crecimiento en condiciones ambientales
con cambios continuos en la disponibilidad de agua. Debido a ello,
la acumulacion de grandes concentraciones de compuestos osmotica-
mente activos requiere de la presencia de una estructura que manten-
ga la integridad de las membranas celulares, y por tanto de la propia
célula. Ademas, en el caso de los hongos, la capacidad de invadir muy
diversos ambientes, sobre todo en el caso de los hongos filamentosos,

12
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requiere la presencia de mecanismos eficaces de defensa frente a agre-
siones externas. La pared celular fingica es un extraordinario ejemplo
de un exoesqueleto protector. Adicionalmente, esta compleja estructu-
ra desempefia importantes funciones en la interaccion con organismos

del medio ambiente (animales, plantas y otros microorganismos).

S, C—, C—— G— ey, ] Manoproteinas

| B-1,6-glucano
p-1,3-glucano

} Quitina

| Bicapa de fosfolipidos
de la membrana celular

¢ *® (uitina sintasa °* f3-1,3-glucano sintasa

UDP-NAcetil-Glucosamina UDP-Glucosa

Fig. 2. Esquema general de la composicion y estructura de la pared celular de los hongos (Fe-
sel y Zuccaro, 2015). UDP, uridina difosfato.

La pared celular fungica constituye aproximadamente el 25% del
peso seco de la célula. Aproximadamente el 80% de la pared celular
esta formada por polisacaridos (Ruiz-Herrera 1992) (Fig. 2). El resto
estd compuesto por proteinas, lipidos, y diversas sales inorganicas
(Fig. 2). Los carbohidratos predominantes suelen ser glucanos y qui-
tina. Estos azucares, sintetizados principalmente en la region apical
de la hifa en crecimiento, y posicionados de forma no uniforme, pero
altamente regulada, proporcionan un esqueleto externo a las células
fangicas. Las proteinas presentes en la pared celular regularian la

permeabilidad de la membrana a productos perniciosos y también de
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proteinas presentes en el ambiente. Estas proteinas también estan im-
plicadas en el reconocimiento de otros hongos y en la regulaciéon de
procesos como la anastomosis (=uniones celulares), reconocimiento
de células compatibles en el proceso de reproduccion sexual, y en la
interaccion con diversos hospedadores (Lora et al., 1995; Saupe et al,.
1996).

1.1.2. La posicion de los hongos en el conjunto de los seres vivos

Desde el punto de vista formal, los hongos son microorganismos, y
por tanto su estudio y clasificacion se ha llevado a cabo de una forma
paralela a la del resto de estos organismos. Inmediatamente después
del descubrimiento de los microorganismos (5. XVII) se intent6 ubicar
a los microorganismos en uno de los dos Reinos clasicos: animal (Ani-
malia) o vegetal (Plantalia), dependiendo de que poseyeran o no las
caracteristicas mas facilmente observables que distinguen a las plantas
y a los animales. Asi, los microorganismos que poseian tegumentos
flexibles y eran en general moéviles eran considerados como animales.
Por el contrario, aquellos que poseian una pared celular rigida, fueran

o no fotosintéticos, eran incluidos entre los vegetales.

Pronto se comprobo que este sistema no resultaba satisfactorio dada
la gran variedad de formas descubiertas que presentaban caracteristi-
cas intermedias. Es por ello que en 1866 Haeckel propuso la creacion
de un tercer Reino: Reino Protista, en el que se incluirian todos aque-
llos organismos con una organizacion biologica simple -ya fueran uni-
celulares, cenociticos o pluricelulares-. Sin embargo, el problema de
la clasificacion no quedo resuelto con la creacion de este Reino, pues
seguia alojando seres vivos muy distintos entre si, como los complejos
protozoos unicelulares, las bacterias mas sencillas, o los hongos pluri-
celulares pero relativamente sencillos. Por otro lado eran cada vez mas

evidentes las diferencias entre bacterias y algas verde-azuladas por un
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lado, y el resto de protistas por otro.

El progreso en el conocimiento de la estructura y organizacion de
los seres vivos condujo al notable descubrimiento de la existencia de
dos patrones basicos de estructura celular en el mundo vivo, siendo
entonces cuando Chatton (1937) establecié una filogenia universal al
dividir a los organismos conocidos en dos grandes grupos segun tu-
vieran o no membrana nuclear. Aparecieron asi los términos eucariota
para definir organismos con células nucleadas y procariota, para defi-
nir aquellas células que carecen de membrana nuclear, como es el caso
de las bacterias y un grupo de algas verde-azuladas, las cianoficeas,
que pese a ser fotosintéticas y debido precisamente a su estructura ce-
lular, pasarian a llamarse cianobacterias. De esta manera se procedio
a dividir el Reino Protista en dos grupos: los protistas superiores, con
una organizacion celular eucariotica (algas, hongos y protozoos), y los

protistas inferiores, con organizacién celular procaridtica (bacterias).

En 1956 Coopeland propone el sistema de los cuatro Reinos: Reino
Monera formado por organismos sin ntcleo (bacterias y cianobacte-
rias); Reino Protoctista, que incluia individuos nucleados con poca o
ninguna organizacién tisular (protozoos, algas rojas y pardas, y hon-
gos); el reino Metaphyta, que incluia los individuos multicelulares con
cloroplastos (algas verdes o clorofitas y plantas superiores); y final-
mente el Reino Metazoa, compuesto por aquellos organismos plurice-
lulares que pasan en su desarrollo por estados de blastula y gastrula.

Afos mas tarde, R.H. Whittaker (1969) propone un nuevo sistema
de clasificacion de los seres vivos, basandose en los dos niveles de
organizacion celular y haciendo énfasis en las tres formas principales
de nutricion: fotosintesis, absorcion e ingestion. Surgen asi los Rei-
nos Monera (procariotas), Protista (eucariotas unicelulares con nutri-

cidn fotosintética o por ingestion), Plantae (eucariotas fotosintéticos),
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Animalia (eucariotas fagotrofos) y Fungi (eucariotas osmotrofos). En
esta nueva clasificacion los microorganismos quedarian distribuidos
en los Reinos Monera (bacterias y cianobacterias), Protista (protozoos y
microalgas) y Fungi (hongos filamentosos y levaduras). A pesar de que
la ordenacién en cinco Reinos sigue siendo generalmente aceptada, en
la 82 edicion (1974) del “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriolo-
gy” fue recogida la propuesta de Murray (1968) para la creacion de un
Reino Procaryotae. Dicho Reino, en el que quedarian incluidos los or-
ganismos agrupados en el Reino Monera, se subdividiria en dos gran-
des divisiones: la Division I o Cyanobacteria y la Division II o Bacteria.

1.1.2.1. Microorganismos eucariotas

La célula eucariota representa un estado de organizacion estructu-
ral y funcional mas complejo que el procariota, reflejado en la existen-
cia de una membrana nuclear que separa el material genético de un
complejo citoplasma con organulos (entre ellos el reticulo endoplas-
mico, el aparato de Golgi, las mitocondrias o los cloroplastos), don-
de se compartimentalizan distintas funciones celulares. El genoma
nuclear organizado en varios cromosomas, y los ribosomas de tipo
80S son, asimismo, propiedades distintivas. Aparte de otras muchas
caracteristicas, entre las que pueden citarse de manera resumida los
constituyentes de la pared y las membranas celulares, los elementos

del citoesqueleto o las histonas asociadas al ADN.
Dentro de este grupo se incluyen los hongos, algas y protozoos:

Los hongos son organismos heter6trofos osmotroficos, unicelula-
res, multicelulares o cenociticos, carentes de clorofila y dotados de una
pared rigida conteniendo gran diversidad de polimeros entre los que
se pueden destacar la quitina. Muchos de ellos poseen organizacion

filamentosa, estando el micelio constituido por hifas, tabicadas o no,
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normalmente ramificadas, por las que fluye el contenido citoplasmico.
Dentro de los hongos microscopicos se encuentran las levaduras, que
son hongos unicelulares con un solo ntcleo y que se dividen asexual-
mente por gemacion o por fisidon binaria. Las levaduras son microor-
ganismos de gran interés por tratarse de modelos de estudio de las
caracteristicas de la célula eucariota. Muchos hongos, en especial al-
gunos de los que causan patologias en los seres humanos y animales,
son dimdrficos, es decir, pueden cambiar de la forma de levadura a la

forma de micelio en respuesta a diversos factores ambientales.

Las algas microscopicas también son objeto de estudio por la Mi-
crobiologia. Constituyen un grupo muy heterogéneo de organismos
fotosintéticos, que poseen cloroplastos y son capaces de realizar la fo-
tosintesis oxigénica. Presentan una gran variedad morfoldgica, inclu-
yendo estructuras multicelulares, similares a las de las plantas supe-
riores. No obstante, la atencidn recibida por los microbiologos ha sido
mas bien escasa porque no son agentes causales de enfermedades ni
realizan fermentaciones. De hecho las algas microscopicas han sido
frecuentemente tratadas como objeto material de estudio de la Bota-
nica. Se trata, no obstante, de un grupo de interés creciente para los
microbidlogos por su gran importancia ecoldgica y el niumero cada
vez mayor de sus aplicaciones, como por ejemplo en el campo de la

bioenergia.

Finalmente, los protozoos son un grupo de microorganismos uni-
celulares, no fotosintéticos, generalmente moviles, que se nutren por
fagocitosis o por absorcion de nutrientes. Estan desprovistos de pa-
red celular rigida, lo cual permite que puedan cambiar de forma y
asi moverse mediante la emision de pseuddpodos. En otros casos aun
conservando su forma caracteristica, poseen cilios o flagelos que ha-

cen posible su locomociéon en medio acuoso, que es su habitat mas
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normal. Desde el punto de vista evolutivo, representan el estadio de
mayor complejidad celular, pues en la célula-individuo se dan com-
partimentos que emulan la especificidad funcional de los tejidos de los
metazoos. Sus caracteristicas han hecho de estos organismos objeto de
estudio también de la Zoologia y de la Parasitologia.

1.1.3. Clasificacion de los hongos

Los hongos son microorganismos eucarioticos que presentan, a di-
ferencia de las bacterias, ciclos de vida con mayor complejidad, fun-
damentada sobre todo en la posibilidad de presentar reproduccién
sexual y asexual (Fig. 3). La reproduccion asexual consiste en una mul-
tiplicacion mitdtica, en la que todas las células descendientes, denomi-
nadas esporas asexuales, son genéticamente idénticas. A pesar de esta
aparente simplicidad, en el caso de los hongos filamentosos, esta divi-
sion mitdtica se produce a partir de células especializadas de las hifas,
dando en las diferentes especies a distintas formaciones a partir de las
que se producirdn las esporas asexuales (Fig. 4), incluso las diferentes
estructuras en las que se producen dichas esporas reciben distintas de-
nominaciones, al igual que las propias esporas producidas. Por tanto
el tipo de reproduccion asexual, o0 mas bien el tipo de estructura que
se forma en las distintas especies ha sido frecuentemente un criterio

utilizado para clasificar los hongos.

No obstante, desde el punto de vista de la clasificacion, se ha utili-
zado prioritariamente el tipo de reproduccion sexual para establecer
los distintos grupos, y por tanto para establecer el primer nivel de cla-
sificacion dentro de los hongos filamentosos. La reproduccion sexual
es un proceso por el que necesariamente se produce la fusion de célu-
las procedentes de hifas compatibles, pertenecientes a distintos signos
de apareamiento (="mating type”) en el caso de los hongos filamen-

tosos. Como resultado, al final del proceso se fusionardn los ntcleos
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Haploide (n) Otro
Heterocarionte micelio PLASMOGAMIA Etapa
(nucleos no fusionados (fusién de citoplasma) Heterocariotica
de diferentes parentales)
Diploide (2n)
Estructuras
productoras
MITOSIS | de esporas KARIOGAMIA
Rowe REPRODUCCION | (fusion de nucleos) |
asexuales REPRODUCC'ON Micelio SEXUAL Zigoto °
ASEXUAL
GERMINACION | | CERMINACION MEOM
Esporas
sexuales

Fig. 3. Ciclos de reproduccion asexual y sexual en hongos. Notese que en las esporas asexua-
les se forman por un proceso de mitosis, mientras que en la reproduccion sexual la formacion
de las esporas sexuales implica un proceso de meiosis.

de ambas células, formandose un zigoto que por tendra doble carga
genética (2n) que las células parentales (). Este zigoto, en determina-
das circunstancias, sufrird un proceso de division meiotica que dara
como resultado la formacion de esporas sexuales. Las estructuras en
las que se forman estas esporas sexuales permiten clasificar los hongos
en cinco Phyla principales (Fig. 5):

Phylum Ascomycota: Micelio septado, o levaduriformes. Esporas
sexuales: ascosporas, formadas internamente en una estructura deno-

minada asca.

Phylum Basidiomycota: Micelio septado, o levaduriformes (ej. Gé-
nero Trichosporon). Esporas sexuales: basidiosporas, formadas general-

mente en el extremo de una estructura alargada denominada basidio.

Phylum Zigomycota: Micelio cenocitio, esporas asexuales: espo-
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rangiosporas. Esporas sexuales: zigosporas, formadas en gran nimero

en un esporangio de forma sacular.

Phylum Deuteromycota: Micelio septado o levaduriformes, repro-
duccién sexual desconocida, incluso cuando alguna de las especies del
mismo género se hayan ya clasificado en alguno de los Phyla anterio-

res.

Ademas delos cuatro Phyla anteriores, también se incluye el Phylum
Chytridiomycota, que son los tinicos miembros del Reino Fungi que

producen zoosporas moviles con flagelos en niimero variable.

En decadas anteriores, ademads del tipo de reproduccion, otras ca-
racteristicas fueron tenidas en cuenta para establecer las primeras
clasificaciones. Asi, la capacidad de crecer en diferentes medios de

cultivo, temperatura de crecimiento, morfologia de las colonias y de

Esporangiosporas Clamidosporas
Esporangio N A
e ¢ ‘A:i}'—'il'. - 7
fe5) °N 0o &
( ~| Zoosporas| ¥ N -
/‘.‘,\.' : J s Columela TE T
'.\‘ ! |
\ / /
Zoosporangio Esporangiéforo
e -~ TR}
‘ Artrospora | Blastosporas - -, ;_"-__,‘-_—fEsterigmata\‘{.]- r
: \ S Metulae —<51
. 3 <
{ | Vesicula
‘ | Conidiéforo”]
Hifa g |

Fig. 4. Esquema mostrando las estructuras en las que se producen las esporas asexuales, asi
como las distintas denominaciones de las mismas.
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Ascosporas— . - Zigosporas

—— Zoosporas

Fig. 5. Fotografias mostrando los tipos mas comunes de esporas sexuales de hongos, asi como
las denominaciones de las mismas, que permite clasificar los hongos en los tres grupos prin-
cipales: Ascomicetos, Basidiomicetos y Zigomicetos. Los Deuteromicetos no se incluyen pues
este grupo esta formado por aquellas especies de hongos en las que no se ha descubierto su
reproduccion sexual, atin cuando otras especies del mismo género si la presenten. También se
incluye una fotografia de las zoosporas producidas por hongos del Phylum Chytridiomycota.

las esporas, fueron caracteristicas que junto con la morfologia de los
esporangioforos, cuando eran detectados, se utilizarian para diferen-
cias los distintos grupos. En la actualidad, con la aplicacion de técni-
cas moleculares, mediante la secuenciacidon de regiones pertenecientes
sobre todo al DNA ribosémico, y comparacion con las bases de datos
existentes, se consigue una identificacion de forma mas rapida y fia-
ble. No obstante, para diferenciar cepas dentro de una misma especie,
otros criterios pueden ser necesarios, aunque estos son muy variables
dependiendo de los especimenes que se estén analizando. De manera,
que como ejemplos representativos, se puede tener en cuenta el perfil
de produccién de metabolitos (metaboloma), o también estudiar dife-
rencias en secuencias de genes conservados evolutivamente, diferen-
tes al DNA ribosomico, como puede ser el caso de genes codificantes

para factores de transcripcion de genes del metabolismo primario.
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1.1.3.1. Clasificacion filogenética de los hongos

La disponibilidad de numerosos genomas de hongos en los ulti-
mos anos, ha permitido mediante analisis filogenético de dichas se-
cuencias, establecer una relacion evolutiva a nivel molecular entre los
distintos grupos. Uno de estos estudios indicaria que esta clasifica-
cién filogenética confirma la homogeneidad de los distintos Phyla es-
tablecidos en funcion del tipo de reproduccién sexual. De este modo
los Ascomicetos, Basidiomicetos y Zigomicetos se agrupan en clades
(grupos) independientes entre si, incluyéndose todos los Ascomicetos
en los mismos clades, asi como los Zigomicetos y Basidiomicetos, si
bien en estos dos ultimos Phyla el nimero de genomas analizados ha
sido muy inferior (Fig. 6). Estos datos indicarian que el modo de re-
produccion de los hongos es un cardcter consistente desde un punto
de vista evolutivo. Por otro lado, como se puede observar también en
la Fig. 6 se pueden encontrar hongos patdgenos para plantas y para el

ser humano en todos los grupos analizados.

2. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LOS HONGOS
FILAMENTOSOS

La biotecnologia la podemos definir como el uso de procesos biold-
gicos, organismos, o sistemas para obtener productos disefiados para
mejorar la calidad de la vida del ser humano. Los primeros biotecno-
logos fueron los campesinos que desarrollaron especies de plantas y
animales mejorados por polinizacion cruzada y cruces de animales
de especies proximas. En las tltimas décadas la biotecnologia se ha
expandido en sofisticacidon, amplitud y aplicabilidad (“Convention on
Biological Diversity, Article 2. Use of Terms, United Nations. 1992”).

La biotecnologia se puede dividir en varias subdisciplinas denomi-

nadas roja, blanca, verde y azul. La biotecnologia roja implica proce-
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Fig. 6. Filogenia de maxima verosimilitud (“Maximun likelihood phylogeny”) reconstruida
utilizando un alineamiento concatenado de 153 genes fingicos universalmente distribuidos.
El alineamiento concatenado contiene 42 genomas y exactamente 38000 posiciones aminoaci-
dicas (Butler, 2010; Fitzpatrick et al., 2006). En cada uno de los nodos se muestran los valores
de “bootstrap”. Nota: No se ha incluido ningtin genoma de hongos Chitridiomicetos.

sos médicos como la obtencion de nuevos organismos para producir
nuevos metabolitos con aplicacion médica, o la generacion de células
madre para regenerar tejidos humanos o posiblemente para la genera-
cion de drganos completos. La biotecnologia blanca (también llamada
gris) implicaria procesos industriales como los que conducen a la ob-

tencion de nuevos productos quimicos o el desarrollo de biocombus-
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tibles para vehiculos. La biotecnologia verde se aplica a la agricultura
e implica procesos como el desarrollo de cultivos resistentes a plagas
o la obtencidn acelerada de animales resistentes a enfermedades, y
la biotecnologia azul, poco mencionada, acompasa procesos como el

control de organismos nocivos en ambientes marinos y de agua dulce.

La biotecnologia, como otras nuevas tecnologias, tiene un poten-
cial de uso perverso. La preocupacion por este riesgo ha llevado a
realizar esfuerzos para establecer legislacion restringiendo e incluso
prohibiendo determinados procesos u organismos, como la clonacion
humana o la investigacion con células madres embrionarias. También
existe una gran preocupacion porque los procesos biotecnoldgicos
puedan ser usados con propositos ilicitos, cuyo ejemplo mas extremo

podria ser su posible utilizacién en guerra bioldgica.

El inicio de la biotecnologia microbiana se remonta a tiempos in-
memoriales, hace 10-12 mil afios el ser humano empez6 a utilizar la
agricultura, en lo que se puede considerar la principal revolucion del
Neolitico. Sin saberlo, los seres humanos de aquel tiempo estaban uti-
lizando microorganismos en beneficio propio, en este caso microorga-
nismos que asociados a las plantas incrementaban la produccién de
los cultivos, o incluso su proteccion frente a enfermedades, o la resis-
tencia frente a condiciones adversas. Posteriormente, con el desarrollo
de producciones como el pan y de bebidas fermentadas como el vino
y la cerveza, o de alimentos como el queso y las muy diversas bebidas
derivadas de la fermentacion de la leche, cuyos origenes en muchos de
los casos también se remonta varios miles de anos, se estaban utilizan-
do microorganismos que llevaban a cabo dichas fermentaciones. Entre
estos microorganismos, los hongos filamentosos y/o unicelulares han

tenido un papel primordial.

No fue hasta el siglo XIX y ya bien entrado el siglo XX, con el desa-
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rrollo las distintas disciplinas y mas concretamente de la microbiolo-
gia, cuando se describieron al menos en sus fundamentos los procesos
y organismos implicados en dichas producciones. En la actualidad
son muchas las aplicaciones en las que los hongos son fundamentales

(Fig. 7), pudiendo dividirlas en 7 grandes grupos que serian:

Fermentaciones alimentarias: fermentaciones llevadas a cabo por
hongos filamentosos, en exclusiva, como seria el caso del pan, o for-
mando parte de comunidades microbianas, para dar lugar a distin-
tos productos alimentarios. Son fermentaciones utilizadas en todo el
mundo, y cuyo valor econdémico es incalculable. Son por otro lado las
primeras que de forma mas o menos controlada fueron llevadas a cabo

por el ser humano.

Biodegradaciones (no alimentarias): Se trata de degradaciones lle-
vadas a cabo a partir de material biologico, y que contribuyen a incre-

mentar su valor econdmico y/o nutricional.

Bioconversiones: Conversiones de productos, generalmente pro-
ducidos por otros organismos, incluso procedentes de otros procesos
de fermentacién previos, para obtener derivados de mayor valor afia-

dido, o con funciones bioldgicas diferentes.

Lucha biolégica: Utilizacion de hongos filamentosos para la lucha
frente a plagas de plantas, causadas por distinto tipo de agentes noci-

vos para los cultivos (nematodos, insectos u hongos).

Mejoras de las propiedades vegetales: hongos que en interaccion
con plantas mejoran su respuesta a las distintas condiciones ambien-

tales (micorrizas).

Cultivo directo: Las setas que utilizamos como alimentos, y otros

hongos que pueden utilizarse como aditivos alimentarios.
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Fig. 7. Esquema resumen de las principales aplicaciones biotecnoldgicas de los hongos, asi
como algunos hongos ejemplo de las distintas aplicaciones.

Produccidon de metabolitos: Produccion de compuestos con interés
industrial a partir de hongos, en procesos de fermentacion general-
mente a gran escala. Normalmente estos compuestos tienen aplica-
cién en farmacia (antibidticos, estrégenos), aunque también se pueden

mencionar por ejemplo hormonas vegetales, y otros productos con in-
terés en agricultura.

Evidentemente se incluyen en esta memoria solo aquellas
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aplicaciones que tienen repercusion por representar distintas
actividades humanas o aplicaciones con interés industrial, con impacto
significativo desde el punto de vista econémico. No se incluye en esta
leccién el andlisis de los hongos como agentes patdgenos. Existen gran
variedad de hongos patdgenos tanto de plantas como de animales,
incluyendo el ser humano (ver Fig. 6), que ademas producen distinto
tipo de enfermedades, algunas de las cuales pueden incluso llegar a
ser mortales. La importancia de los hongos como agentes causantes de
enfermedades requeriria ser tratada en un capitulo especifico con un

enfoque diferente al que es objeto de la presente leccion.

Como se puede observar el rango de aplicaciones de los hongos es
muy amplio, y por tanto pretender abordar todas ellas en el marco de
esta leccion seria excesivo y pecaria de poco exhaustivo. Por tanto los
apartados siguientes se van a centrar en aquellas aplicaciones que han
sido estudiadas por los grupos de investigacion en los que he estado
integrado a lo largo de mi carrera. Por tanto se van a tratar las siguien-

tes aplicaciones:

Produccion de metabolitos.

Lucha biolodgica.
2.1. Produccion de metabolitos secundarios por hongos filamentosos

Los metabolitos secundarios (SMs) son compuestos de bajo peso
molecular que no son requeridos para el crecimiento y desarrollo,
pero en su lugar proporcionan una ventaja ecologica bajo determina-
das condiciones ambientales. Los SMs microbianos son muy diver-
sos en cuanto a su estructura quimica y actividad bioldgica; algunos
son toxinas, hormonas vegetales, pigmentos, o antibioticos, pudiendo
muchos de ellos tener propiedades farmacoldgicas. Ademas, muchos
SMs contribuyen a las interacciones hospedador-patdgeno. Mas alla
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de su diversidad estructural, la mayoria de los SMs derivan de una
de las cuatro clases de compuestos precursores: péptidos no riboso-
males, poliquétidos, terpenos, o derivados de dimetilaliltriptéfano
(DMATs) (Hoffmeister and Keller 2007). La diversidad estructural de
los SMs deriva de la variacion funcional en las enzimas que sinteti-
zan los compuestos precursores (péptido sintetasas no ribosomales,
y poliquétido, terpeno y DMAT sintasas), asi como de las enzimas
que catalizan la modificacion de dichos compuestos precursores.
Estas tultimas incluyen acetiltransferasas, amino-transferasas,
deshidrogenasas, reductasas, dioxigenasas y monooxigenasas. En
hongos, los genes que codifican para enzimas requeridas para la sintesis
de un mismo metabolito secundario estan tipicamente localizados
adyacentes unos a los otros en un “cluster” (= agrupacion de genes) de
genes biosintéticos (Keller et al., 2005). Dichos cluster pueden también
codificar para proteinas transportadoras que exportan los SMs de
las células, factores de transcripcion que regulan la expresion de los
genes del cluster, y proteinas con otras actividades, muy variables de
unos cluster a otros. Los SMs frecuentemente consisten en familias
de compuestos andlogos que comparten una estructura central (core),
pero que pueden variar en presencia de determinados sustituyentes
(grupos funcionales) unidos al core. La variacion estructural entre
los andlogos de una familia de SMs es tipicamente el resultado de la
presencia, ausencia, o diferencias en funcion de los genes que codifican
las enzimas modificadoras (Keller et al., 2005; Alexander et al., 2009;
Proctor et al., 2017).

Teniendo en cuenta lo anterior vamos a dividir los metabolitos
secundarios producidos por hongos en 5 grupos derivados de las

cuatro clases de compuestos mencionadas anteriormente:

1. Antibidticos B-lactdmicos

2. Péptidos no ribosomales.
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3. Poliquétidos
4. Terpenos

5. Alcaloides (derivados de DMAT)
2.1.1. Antibidticos [-lactamicos

Presentan un anillo B-lactdmico (Fig. 8) y se dividen en cuatro gru-
pos: penicilinas, cefalosporinas-cefamicinas, monobactamas y car-
bapenemas (Fig. 8).

De esos cuatro grupos solo las penicilinas y cefalosporinas son pro-
ducidas por hongos filamentosos. La sintesis de estos dos grupos de
compuestos estd ilustrada en la Fig. 9, y comienza con la condensa-
cidén no-ribosomal de los tres aminodcidos precursores: L-a-aminoadi-
pico, L-cisteina y L-valina, esta condensacion es llevada a cabo por una
enzima que pertenece a la familia de las peptido sintetasas no riboso-
males (NRPS), codificada por el gen pcbAB, para dar lugar al tripépti-
do L-a-aminoadipil-L-cisteinil-D-valina (ACV), en el que, a la vez que
se ha sintetizado el tripéptido, se ha producido la epimerizacion de la

L-valina a su isémero D. Posteriormente el tripéptido ACV es ciclado

Anillo p-lactamico
R H ‘/S Penicilinas “ .-R 3 s Cefalosporinas
b4 [ 4 Penicilium a4 \J:'/ Cefamicinas
g N Aspergillus 0 N__~ Acremonium
g & . 0 Rz Streptomyces
o COOH Amycolatopsis
R N Monobactamas R4 5 R
YN P 2 Carbapenemas
Agrobacterium s s
0 N A2 Acetobacter ¢ N_# S“‘P;‘?mﬂes
e 4 s ~ Chromobacterium = o
0 OH Amycolatopsis COOH Enwinia

Fig. 8. Representacion esquematica de la estructura de los cuatro grupos de antibiéticos be-
ta-lactamicos. Se indica con una flecha en la parte superior el anillo 3-lactamico que da nom-
bre a este grupo de compuestos. En azul se indican los cuatro grupos de beta lactamas y en
cada uno de ellos los géneros mas representativos de microorganismos productores. En rojo
se indican los géneros de hongos filamentosos productores de penicilinas y cefalosporinas.
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por la enzima Isopenicilina N sintasa o ciclasa, codificada por el gen
pcbC, para dar lugar a la isopenicilina N, que es el primer intermedia-
rio de la ruta con actividad antibiotica (Fig. 9).

A partir de este intermediario las rutas de biosintesis de penici-
linas y cefalosporinas divergen. De manera que en la biosintesis de
penicilinas se produce la transferencia de la cadena lateral, activada
como derivada de Coenzima A (CoA), mediante su intercambio por
la cadena lateral de L-a-aminoadipico, para dar lugar, en el caso de
que el precursor de la cadena lateral disponible en el medio fuera el
fenilacetil-CoA, a la penicilina G. Esta tiltima reaccion seria catalizada
por la enzima aciltransferasa, codificada por el gen penDE (Barredo et
al., 1989). Posteriormente se descubriria que esta enzima ademas de la
actividad descrita, tendria otras tres actividades mas, todas ellas rela-
cionadas con este paso de biosintesis (Alvarez et al., 1993) (Fig. 9). Las
penicilinas son producidas industrialmente por cepas derivadas de
Penicillium chrysogenum (recientemente renombrada como Penicillium
rubens) NRRL 1951, cepa que fue aislada en 1943 a partir de un meldn
contaminado obtenido en el mercado de frutas y verduras de Peoria
(Hlinois, USA) por investigadores del “Northern Regional Research
Laboratory” (NRRL), dependiente del “United States Department of
Agriculture” (USDA). No obstante, algunas especies del género As-
pergillus también tienen capacidad de producir penicilinas, pero a un

nivel muy inferior.

Por lo que se refiere a la sintesis de cefalosporinas, a partir de la
isopenicilina N, se produce la isomerizaciéon de la cadena lateral de
L-a-aminoadipico a su forma D-, obteniéndose de este modo penicili-
na N. En esta etapa intervienen al menos tres actividades enzimaticas,
codificadas por los genes cefD1, cefD2 que forman parte del cluster de

genes tempranos de biosintesis de cefalosporina C, y al menos una
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Fig. 9. A. Ruta biosintética de antibidticos p-lactdmicos en hongos filamentosos. Los genes
implicados se indican en italica y color rojo, las enzimas en azul y letra mayuscula y los nom-
bres de los distintos intemediarios en color negro. Finalmente los nombres cientificos de los
Géneros de hongos productores se indican en color azul e italica junto con la estructura del
compuesto final (penicilina G y cefalosporina C). B. Estructura de 7-ACA y 7-ADCA, obteni-
dos mediante la aplicacion de técnicas de ingenieria genética (ver apartado 2.1.1.1).

actividad tioesterasa, todavia sin identificar (Ullan et al., 2002). Esta
etapa en hongos filamentosos presenta diferencias muy importantes
respecto a las bacterias productoras de cefamicinas, pues en estos ulti-
mos el paso de epimerizacion es llevado a cabo por una enzima que es
codificada por un tinico gen, cefD. Posteriormente, el anillo tiazolidi-
nico de cinco miembros, caracteristico de las penicilinas, es expandido
e hidroxilado, mediante dos actividades enzimaticas: desacetoxice-

falosporina C sintasa (DAOC sintasa= expandasa) y la desacetilcefa-
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losporina C sintasa (DAC sintasa= hidroxilasa), para dar lugar a la
desacetilcefalosporina C (DAC). Estas dos actividades residen en un
unico péptido que es codificado por el gen cefEF (Samson et al., 1987).
Nuevamente, en bacterias esta etapa biosintética presenta diferencias
notables, ya que ambas actividades residen en dos péptidos diferen-
tes, codificados por los genes cefE y cefF. La ultima etapa en la bio-
sintesis de cefalosporina C en Acremonium chrysogenum consiste en la
acetilacion de la DAC para dar lugar al antibidtico final, esta actividad
es catalizada por la enzima DAC acetiltransferasa, que es codificada
por el gen cefG (Gutiérrez et al., 1992) (Fig. 9).

Los antibioticos beta-lactdmicos ejercen su accion inhibiendo la ul-
tima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana, se trata de la
familia mas numerosa de compuestos antimicrobianos y la mas utili-
zada en la practica clinica, y son considerados en conjunto como anti-
microbianos de amplio espectro, afectando a un amplio rango de bac-

terias patdgenas.

2.1.1.1. La biotecnologia en la produccion de penicilinas y cefalos-
porinas.

Probablemente la produccion de penicilina sea uno de los ejemplos
del impacto de las técnicas biotecnoldgicas en la produccion de un
metabolito de origen microbiano. Si bien la biotecnologia se entiende
como el conjunto de técnicas aplicadas para obtener el mayor benefi-
cio de los sistemas bioldgicos, en el caso de la penicilina, se puede afir-
mar que el desarrollo biotecnologico inicial fue realizado por la propia
evolucién de las cepas que contenian los genes de biosintesis. La histo-
ria de la penicilina comienza con la publicacion de su descubrimiento
por parte de Sir Alexander Fleming en 1929. La cepa productora des-
crita fue clasificada como Penicillium notatum, a partir de la que se rea-

lizaron los primeros estudios de este antibiotico, e incluso con la que
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obtuvieron las primeras producciones a pequena escala utilizadas en
terapia humana, llevadas a cabo por el propio Fleming. No obstante,
las cepas originales (NRRL 824, NRRL 1209) y algunos de sus deriva-
dos (NRRL 1249-B21) producian muy poca penicilina, y no fue hasta el
ano 1943 cuando se aislo la cepa P. chrysogenum NRRL 1951, a partir de
un melon contaminado en el USDA (Peoria, Illinois) (Fig. 1). Esta cepa
es la que se utilizo posteriormente para obtener todas las cepas de alta
produccidn utilizadas actualmente en la industria, consiguiéndose in-
crementos en la produccidn, con los sucesivos programas de mejora,
de mas de 1000 veces. Estudios méas recientes han permitido demos-
trar que P. chrysogenum presentaba una mutacion puntual (C*-T) en
el gen pahA que codifica para una citocromo P450 monooxigenasa, im-
plicada en el catabolismo del fenilacético. Como resultado, las cepas
de P. chrysogenum carecerian de dicha actividad y por tanto producian
mayores niveles de penicilina, al no catabolizarse el fenilacetil-CoA,
consiguiéndose de este modo niveles de produccion cinco veces supe-
riores a los de la cepa sin la mutacion mencionada (cepa de P. notatum
aislada por Fleming y derivadas) (Rodriguez-Saiz et al., 2005).

Como se puede observar en la Figura 10, los procesos de mejora de
las cepas productoras de penicilina se basaron, hasta los afios sesenta
en la seleccion de mutantes, los mutagenos usados mas frecuentemen-
te fueron rayos-X, mostazas nitrogenadas, y radiacion ultravioleta de
onda corta. No obstante, la mejora de cepas por mutacion llegd a su
limite en los afios setenta. A partir de ese momento, con el descubri-
miento del ciclo parasexual en P. chrysogenum, se obtuvieron cepas
mejoradas mediante recombinacién genética, aunque los mayores
progresos se realizaron por la seleccion de segregantes haploides ob-
tenidos mediante cruces de mutantes procedentes de diferentes cepas

productoras.
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En la década de los ochenta con la introduccion de las técnicas de

biologia molecular se consiguio la caracterizacion genética de la ruta

Penicillium chrysogenum NRRL 1951[120]
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Fig. 10. Genealogia de las cepas productoras de penicilina de Penicillium chrysogenum. S.- eta-
pas de seleccion de variantes naturales; X.- tratamiento con rayos X; UV-L- radiacién ultra-
violeta a 275 nm; UV-IL- radiacion ultravioleta a 253 nm; N.- tratamiento con mostazas ni-
trogenadas [metil-bis-([3-cloroetil)amina]. Entre corchetes se muestran las producciones en
unidades internacionales [unidades/ml]. a.- mutante no pigmentado. (Adaptado de Backus
y Stauffer, 1955).
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de biosintesis y se consiguieron identificar otros genes y enzimas re-
lacionadas con la produccion de penicilina. Ademas de ello se con-
cluy¢ la caracterizacion de las enzimas implicadas en dicha ruta. Se
realizaron intentos también de incremento de producciéon mediante
la manipulacién genética de la ruta de biosintesis, aunque como se
demostraria en los afios noventa los procesos de mutacion al azar, ast
como las mutaciones naturales que portaban las cepas originales (Ro-
driguez-Saiz et al., 2005), habian conseguido mejoras en la produccion
de penicilina, dificilmente igualables con la utilizacién de técnicas de
biologia molecular. De manera que como se puede observar en la Fig.
11 el andlisis de cepas de alta produccion a escala pre- o industrial
demostro que la region del genoma que contiene los genes de biosinte-
sis de penicilina se encuentra amplificada (Fierro et al., 1995), y dicha
amplificacion se habia conseguido con los procesos de mutacion-se-

leccién al azar utilizados en décadas anteriores.

La region que se encontraba amplificada en las distintas cepas de
mediana o alta produccién de penicilina tenia distinto tamafo, al
igual que el niumero de copias de esa region amplificada en cada cepa.
Curiosamente la region que se encontraba amplificada en la cepa E1
(57.9 kb) coincidia exactamente con la region que se encontraba dele-
cionada en varios mutantes no productores de penicilina analizados
(Ej. npe10). Ademas de ello, en los extremos de las copias de la region
amplificada, asi como en los extremos de la region delecionada en la
cepa npel(O se encontraba un hexanucleétido (TGTAAA o TTTACA),
indicando que posiblemente esta secuencia seria un punto caliente
“hot spot” de recombinacion, lo que habria favorecido la generacion
de estas cepas de alta produccion o no-productoras, como resultado
de los procesos de seleccion y mutacion a los que habian sido someti-
dos (Fierro et al., 1995).
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Fig. 11. Esquema de la region del genoma de Penicillium que contiene la agrupacion (cluster)
de genes estructurales de biosintesis de penicilina (pcbAB, pcbC y penDE). También se muestra
la region que se encuentra amplificada en distintas cepas productoras, cepa AS-P-78 (106.5
kb) y E1 (57.9 kb). Ademas, la region delecionada en el mutante npel0 se indica con linea dis-
continua horizontal. LEB, borde izquierdo de la region amplificada; REB, borde derecho de
la region amplificada; TRU, secuencia de unién repetida de los tandem. Las secuencia de los
hexanucleoétidos conservados en estas tres regiones (LEB, REB y TRU) se muestra en la parte
inferior (Fierro et al., 1995).

Por tanto, la mejora de la produccion de estos antibidticos, y en ge-
neral de la mayoria de los producidos industrialmente hoy dia, se ha
basado en innovaciones tecnoldgicas en los procesos de fermentacion,
y en programas de mejora de cepas por programas de mutacion al
azar de las cepas productoras y la seleccion posterior de los mutantes
con mejor produccion. Las técnicas de biologia molecular han servido
sobre todo para producir nuevos antibidticos. Por ejemplo la manipu-
lacién genética de Acremonium chrysogenum es un ejemplo en el que,
mediante la utilizacidn de estas técnicas, se han conseguido incremen-
tos en los niveles de produccién mediante el aumento del niimero de
copias de los genes de biosintesis, ya que en este hongo no se produce
el fenomeno de amplificacion de genes que se ha descrito en P. chry-
sogenum, y también mediante la mejora de la transferencia de oxigeno
por expresion del gen que codifica para una hemoglobina (DeModena

et al., 1993). Ademas, mediante el uso de estas técnicas se han con-
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seguido cepas con nuevas capacidades biosintéticas, como la sintesis
de 7-aminocefalosporanico (7-ACA) (Velasco et al., 2000) o de peni-
cilina (Gutiérrez et al., 1991). De forma similar, en Penicillium se ha
conseguido producir 4cido adipoil-7-aminodesacetoxicefalosporanico
(adipoil-7-ADCA) y adipoil-7-ACA (Crawford et al., 1995), que pue-
den ser transformados en 7-ADCA y 7-ACA (Fig. 9), compuestos que
son econdmicamente relevantes. Asimismo, la expresion en Escherichia
coli de genes que codifican para D-aminodcido oxidasas y cefalospo-
rina acilasas, ha simplificado la bioconversion de cefalosporina C en
7-ACA, eliminando el uso de solventes organicos (Diez et al., 1997).

2.1.2. Péptidos no ribosomales

Constituyen una familia muy diversa de productos naturales, cla-
sificados como metabolitos secundarios que presentan también gran
variedad de propiedades como toxinas, sideréforos, pigmentos, an-
tibioticos, compuestos citostaticos, inmunosupresores o agentes an-
ticancerigenos, y que tienen en comun que son sintetizados por un
mecanismo independiente de los ribosomas. Los hongos filamentosos,
al igual que la mayoria de los grupos de microorganismos son impor-
tantes productores de este grupo de compuestos. Estructuralmente
estos péptidos también son muy diversos pudiendo ser lineales, ra-
mificados, dimeros o multimeros, y macrociclicos, o incluso macroci-
clos ramificados. En todos los casos su sintesis es llevada a cabo por
enzimas denominadas péptido sintetasas no ribosomales (NRPS), las
cuales estan organizadas en modulos. Un médulo es una seccion de
la NRPS que incorpora de una forma especifica un aminodacido en el
péptido en crecimiento. Cada mddulo se puede dividir en dominios,
que catalizan, cada uno de ellos, una etapa de la sintesis del péptido.
Cada moédulo consiste basicamente de tres dominios, adenilacién (A),

dominio de union a fosfopanteteina (= dominio transportador de pép-
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tidos, =dominio de tiolacion) (PCP= T), y dominio de condensacion
(C), los cuales acttiian secuencialmente, al igual que los modulos, para
dar lugar al péptido final (Fig. 12). Ademas de los dominios menciona-
dos, algunos mdédulos pueden tener dominios adicionales, como por
ejemplo, dominios de epimerizacién (E), metilacion (M) o dominios
tioesterasa (Te) (Fig. 12, Fig. 13).

El orden de los médulos normalmente es co-linear con la secuen-
cia de aminoacidos del producto, y la sintesis ocurre en sentido N- a

C-terminal, dando lugar a péptidos entre 3 y 15 aminodcidos.

El dominio A consiste en aproximadamente 550 aminoacidos, den-
tro de los cuales existiria una regién de aproximadamente 10 ami-
noacidos que tendrian funciones semejantes a los codones del RNA
mensajero en las enzimas NRPS, determinando la especificidad del
sustrato, y por tanto el aminodcido que se unird a ese dominio. Los
aminoacidos que son reconocidos por los dominios -A- incluyen las
formas D- y L- de los 20 que forman parte de las proteinas, asi como
algunos aminodcidos no-proteinogénicos, como hidroxidcidos, por
ejemplo los 4cidos a-aminoadipico y (-butirico. Después de la acti-
vacion del aminodcido en el dominio de adenilacién -A-, el segundo
paso es llevado a cabo por el dominio PCP/T de aproximadamente 80
aminodcidos, que une covalentemente el aminodcido activado a un
brazo de 4’-fosfopanteteina mediante un enlace tioéster, y transfiere el
sustrato activado al péptido en elongacion, por la accion del dominio
de condensacion -C-. La tltima etapa es llevada a cabo por el dominio
-C- de aproximadamente 450 aminodcidos, que cataliza la formacion
de enlaces peptidicos entre el grupo carboxilo del péptido en creci-
miento y el aminoacido llevado por el mdédulo adyacente, permitien-
do la translocacion de la cadena en crecimiento al modulo siguiente.

Después del paso de condensacion, el péptido intermediario lineal es
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Fig. 12. Representacion esquematica de una NRPS (Péptido sintetasa no ribosomal), la ACV
sintetasa®, implicada en la sintesis de penicilinas y cefalosporinas (ver Fig. 9). La abreviatura
de cada aminoacido indicada debajo de cada modulo (M1-M3) identifica el aminoacido acti-
vado por cada médulo. * la ACV sintetasa se considera como un modelo de NRPS (Adaptado de
Felnagle et al., 2008).

liberado por la accion del dominio tioesterasa (Te) por hidrdlisis del
péptido. El producto final puede ser modificado post-sintesis para
conseguir su conformacion final por enzimas adicionales que no for-
marian parte de la NRPS por N-, C- y O-metilacidn, glicosilacion, hi-
droxilacion, acilacion, halogenacion o formacion de heterociclos. Estas
enzimas adicionales contribuyen en gran medida al incremento en la

diversidad de estructural de los péptidos no ribosomales.

Se han descrito diversos péptidos no-ribosomales (NRP) produci-
dos por hongos filamentosos con interés desde el punto de vista apli-
cado, por ejemplo la gliotoxina producida por Aspergillus fumigatus,
como una toxina importante en la virulencia de este hongo; ciclospo-
rina, producida por Tolypocladium inflatum, utilizada como compuesto
antiinflamatorio e inmunosupresor, y los peptaiboles, producidos por
diversidad de hongos, pero que producidos por especies de Trichoder-
ma podrian ser un elemento importante en la interaccion con plantas,

ademads de su actividad antifiingica. Esta leccion se centrard en el ana-
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lisis de los dos ultimos grupos.

Ciclosporina: este NRP fue descrito en 1971, y su utilidad como
farmaco inmunosupresor fue descubierta en 1973. Fue aislada a partir
de Tolypocladium inflatum y actualmente es utilizado en trasplante de
organos, con el objetivo de evitar el rechazo del 6rgano trasplantado.
Ademads también se utiliza en afecciones cutdneas (psoriasis, derma-
titis atdpica), reumaticas, asi como en diversas afecciones intestinales,
oculares y se ha investigado su utilizacion para reducir el dafio en acci-
dentes cerebrovasculares. Es sintetizada por una NRPS que sintetiza el
undecapéptido. Esta enzima carece del dominio -Te-. De manera que
el péptido es liberado por ciclacion, y ademas algunos de los médulos
contienen un dominio metiltransferasa adicional entre los dominios
-A-y -P- (Felnalge et al., 2008, Keller et al., 2005) (Fig. 13).

Peptaiboles: con esta denominacion se agrupan una familia de
antibidticos peptidicos de origen fungico. Son péptidos lineales que
contienen entre 7 y 20 aminodcidos y que tienen como peculiaridad
el contener una alta proporcion de 2-amino-L-butirico (Aba), y fre-
cuentemente un alkil-aminoacido en posicion N-terminal. Se conocen
al menos 317 estructuras de peptaiboles, agrupados en 9 sub-familias,
y de ellos mas de 190 son producidos por miembros de Trichoderma /
Hypocrea (Fig. 14). La mayoria de estos compuestos tienen actividad
antibidtica, que se debe a su capacidad de insertarse en la membrana
del hongo diana y de formar poros en la misma. Esto es posible debido
a la naturaleza anfipatica de los peptaiboles. Adicionalmente inhibe
la accién de enzimas asociadas a membrana implicadas en la sinte-
sis de la pared celular. Se ha sugerido también la posible implicacion
de los peptaiboles en la actividad de biocontrol de algunas cepas de
Trichoderma. De hecho se ha demostrado que los peptaiboles acttian
de manera sinérgica con CDWEs (“cell wall-degrading enzymes”= en-
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Fig. 13. Representacion esquematica de la ciclosporina A y de la NRPS implicada en su biosin-
tesis, indicando los modulos (M1-M11) y dominios (C, A, T, M) que la componen. Bmt, (4R)-4-
[(E)-2-butil]-4-metil-L-Thr; Aba, acido 2-amino-L-butirico (adaptado de Felnagle et al., 2008).

zimas degradadoras de pared) para inhibir el crecimiento de hongos
patdgenos (Shirmbock et al., 1994; Hermosa et al., 2014).

2.1.3. Poliquétidos

Son probablemente los metabolitos secundarios mas diversos es-
tructuralmente, incluyendo algunos con actividad antibidtica (aspino-
lidas), toxinas (aflatoxinas). Son producidos tanto por eucariotas como
por bacterias. Los poliquétidos (PKs) son sintetizados por una o mas
poliquétidos sintasas (PKS), que catalizan el ensamblaje de compues-
tos naturales normalmente complejos a partir de precursores simples,
como el propionil-CoA y el metilmalonil-CoA, en un proceso biosin-
tético que presenta notables paralelismos con la sintesis de acidos gra-
sos. Al igual que los acidos grasos, los PKs son ensamblados por su-
cesivas condensaciones descaboxilativas de precursores simples. Sin
embargo, los intermediarios en la sintesis de acidos grasos se reducen
totalmente (Fig. 15), mientras que los intermediarios en la sintesis de
PK son solo parcialmente procesados, dando lugar a un patrén com-
plejo de grupos funcionales. Por otro lado, ademas del interés de los
PK por sus propiedades antibioticas, anticancerigenas e inmunosu-
presoras, estos compuestos también pueden facilitar la competicion

por los sustratos y la comunicacion entre los organismos productores.
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SUBFAMILIA 1
18 residuos
cs AcUXXX(U,J)Q(J,U)XUXX  UPLUUQ(L,I,V)ol
Grupo 18 (G/A pos. 2) AcUGULU QU UUAU UPLUUQV o Trichotoxin, Trichovirins |1
Grupo 19 (S pos 2) AcUSALU QU VUGU UPLUUQV ol Hypomurocins, Trichokindins, Trichorzins MA
Grupo 21 (A pos 2) AcUAUAUU QU VuQ UPLUUQL ol Trichostromaticins
Grupo 22 (W,F pos 18) AcUSAUJ QU VUGL UPLUUQW ol Trichorzins PA
19 residuos
AcUAUULXQUUUSLXUPVxUVxQQLxol Trichostrigocin A
AcUGFUU QUUUSLXUPVxUVxQQLxol Tricholongin Il
20 residuos
cs AcU(PA)UAU(A,U)QU(V,L)UG(L,U)UPVUU(G,Q)QFol

Alamethicin type (Ppos 2) | AcUP  UAUA QUV UGL UPVUUG QFol Alamethicin
Paracelsin type (Apos2) | AcUA UAUA QUL UGU UPVUUQ QFol Paracelsin B

SUBFAMILIA 4
11 residuos
cs AcUN(Vx,Lx)(V,Lx)UPLXLXUPX ol
AcUNV V. UPL L UPV ol Trichovorins
14 residuos
cs Ac(U,J,Vx)(N,Q)(Vx,LX)UP(A,S,Vx,Lx)(Lx,VX)UP(U,Vx,Lx)(Vx,LX)UP(Vx,Lx)ol
AcU (N,QL UP(AS) (V)  UP(J,U) L UPLV) o Harzianins
Ac(UJ) (N,QL UP(A,S) V. UPUU) L UPL ol Trichovirins
SUBFAMILIA 5 (lipopeptaiboles)
7 residuos Oc VxG  LxUGLxLxol Trichodecenins
10 residuos OcUGVxU VxLxUGLxLxol Lipopubescins
11 residuos 0cUGVxUGGVxUGLxLxol Lipostrigocins
SUBFAMILIA 9 (aminolipopeptidos) Trichopolyns

Fig. 14. Representacion esquematica de peptaiboles conocidos producidos por Trichoderma,
pertenecientes a las subfamilias 1, 4, 5 y 9. Las secuencias de los peptaiboles se indican en
codigo de una letra (Ac= acetil-, U=Aba= 2-amino-L-butirico, J=Iva, Vx=Val/lva, Lx=Leu/Ile,
ol representa el amino alcohol terminal). Las letras en negrita indican aquellos residuos con-

servados dentro de cada grupo. Secuencia consenso= cs (Imagen tomada de Hermosa et al.,
2014).

Las PKS en general y concretamente las PKS fungicas tienen una
estructura modular, existiendo distinto tipo de PKS en funcién de la
organizacion y funcionamiento de los dominios que la componen. De
este modo las PKS tipo I, presentan distintos dominios en un mismo
polipéptido, que pueden ser utilizados mas de una vez en la biosintesis
(interactivas), o aquellas que incorporan un set o médulo de dominios
enzimaticos para cada ciclo (modulares) (Fig. 16); las PKS de tipo II,
son complejos interactivos de proteinas discretas, cada una de las cua-
les tiene funciones especificas en la ruta, la iniciacién de la cadena y la
elongacion con malonato son llevados a cabo por lo que se denomina
PKS minima, que consiste de dos enzimas KS (KSa y KSb), y una ACP,

42



Leccién Inaugural Curso 2017-2018. Campus de Ponferrada

posteriormente intervendran subunidades adicionales para dirigir el
plegamiento de la cadena poliquetidica y otras enzimas, oxigenasas,
glicosil-, N-, O- y C- metiltransferasas llevaran a cabo las modifica-
ciones finales (ej. PKS tipo Il implicada en la sintesis de macrotetroli-
da en Streptomyces griseus, Liu et al., 2002); y las PKS tipo III utilizan
un solo sitio KS para catalizar la condensacion repetitiva de unidades
de acetato a la molécula iniciadora activada como CoA, produciendo

compuestos aromaticos mono- y bi-ciclicos, la extensién de la cade-
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(PROHR)

Fig. 15. Esquema de una reaccion genérica de biosintesis de acidos grasos y poliquétidos, indi-
cando como la reaccion basica de sintesis de acidos grasos puede derivar para generar diversi-
dad de estructuras poliquetidicas, incorporando diferentes niveles de reduccion. Los poliqué-
tidos mas comunes en hongos se han recuadrado. Los acidos grasos se han recuadrado con
linea discontinua. ACP, dominio acil-carrier,; KS, cetosintasa; KR, dominio ceto-reductasa;
DH, dominio deshidratasa; ER, dominio enoil-reductasa; NR, PKS fungicas no-reductoras; PR
o HR, PKS ftngicas parcialmente o altamente (highly)-reductoras, respectivamente (adaptado
de Weissman 2009).

na es frecuentemente seguida por una condensacién y aromatizacion
intramolecular del intermediario lineal en el sitio activo de la PKS,
ademds pueden participar diversidad de enzimas posteriormente que
seran responsables de la gran variedad de compuestos producidos,
al igual que la unidad iniciadora utilizada y el nimero de pasos de

elongacion (ej. enzima DpgA de Amycolatopsis orientalis, implicada en
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la sintesis de 3,5-dihydroxypheylglycina (dpg) en Streptomyces griseus,
Yu et al.,, 2012).

Los hongos filamentosos producen gran variedad de compuestos
poliquetidicos, de los que en esta leccién vamos a centrar la atencion
en cinco de ellos: Lovastatina, fuminosinas, aspinolidas, pironas y aza-
filonas. En su biosintesis participa al menos una PKS tipo I interactiva,
excepto en el caso de las pironas, cuya biosintesis todavia no ha sido
descrita.

Lovastatina: Su biosintesis se describio en Aspergillus terreus, y en
ella participan dos PKS tipo I y una enoil-reductasa adicional (Fig.
17). La lovastatina es un inhibidor de la hidroximetil-glutaril-CoA re-
ductasa (HMGR), una enzima implicada en la sintesis del colesterol.
Por tanto su aplicacion se centra en el tratamiento de la hipercoles-
terolemia, para reducir la prevalencia de Alzheimer y enfermedad
renal progresiva, también como antiinflamatorio e inmunodulador, e
incluso para mejorar la regeneracion dsea. No obstante, se han descri-
to efectos secundarios adversos a nivel hepatico y también reacciones
alérgicas severas (Goswami et al., 2013).

Fuminosinas: Son compuestos que aparecen frecuentemente como
contaminantes en maiz. Son toxicos tanto para plantas como para to-

\ \ l \ L 'ttt r 1 r‘ ;T ]
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KS AT OH) MT) (ER) (KR) ACP (CYC) (TE)

Fig. 16. Estructura modular de una poliquétido sintasa (PKS) fangica. La estructura minima
es KS-AT-ACP. Los dominios opcionales se muestran entre paréntesis. La sintesis del poli-
quétido se inicia cuando acetil y malonil coenzima A (CoA) se unen como tioésteres en el
dominio acil-carrier (ACP) por la accién del dominio aciltransferasa (AT). Posteriormente se
produce la condensacion con otro tioéster intermediario unido al dominio cetoacil-CoA sinta-
sa (KS), produciéndose entonces la descarboxilacion del intermediario unido al dominio ACP.
El B-cetotioéster resultante puede ser reducido por la acciéon del dominio ceto-reductasa (KS),
seguido por la deshidratacién por el dominio deshidratasa (DH). Ademas si esta presente un
dominio enoil-reductasa (ER), se formaria un intermediario insaturado. Algunas PKS contie-
nen un dominio metiltransferasa (MT) que metila el carbono alfa del tioéster. CYC, ciclasa;
TE, tioesterasa (adaptado de Keller el al., 2005).
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dos los modelos animales estudiados, incluido el hombre, presentan-
do actividades hepato- y nefro-toxica. Su produccion se ha demostra-
do en al menos ocho especies del género Fusarium, incluyendo dos de
los mas comunes patogenos de maiz (F. proliferatum y F. verticilloides),
aunque estos compuestos no serian responsables primarios de los sin-
tomas observados en maiz contaminado con estos hongos. Las fumo-
nisinas de la serie B son las mas comunes en maiz contaminado, asi
como en cultivos de los hongos mencionados (Fig. 18).

Aspinolidas: Compuestos poliquetidicos inicialmente descubier-
tos en Aspergillus ochraceus, y posteriormente en Trichoderma arundi-
naceum, en el que se describieron las 6 aspinolidas conocidas hasta el
momento (AspB, C, D, E, F, G) (Fig. 19). Se ha demostrado que la AspC
tiene actividad antifiingica y fitotdxica. Su efecto sobre animales y se-
res humanos no se ha descrito hasta el momento. La AspC tiene tam-
bién capacidad de inducir la expresion de genes de defensa en plantas
(Malmierca et al., 2015). Mediante estudios de gendémica comparativa
se ha identificado la regién del genoma de ambos hongos que contiene
el cluster de genes de biosintesis de estos compuestos. En estos cluster
hay dos genes PKS, de los que uno de ellos, denominado ASP1, se ha
demostrado que es esencial en la biosintesis de las aspinolidas. Como
se puede observar en la Fig. 20 existe un elevado grado de sintenia en

los genes de los cluster de los dos hongos.

Pironas: La 6-pentil-2H-piran-2-ona (6PP) (Fig. 21) fue el primer
compuesto volatil aislado de especies de Trichoderma. Son producidos
por muchas cepas de Trichoderma y pueden ser reconocidos por un
marcado aroma a coco. Las 6-PP han demostrado tener una potente
actividad inhibidora frente a un amplio rango de hongos y oomicetos
patdgenos de plantas (Claydon et al., 1987; Rubio et al., 2009). La fuerte
relacion entre la produccién de 6-PP por T. harzianum y su capacidad
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Fig. 17. A. Ruta de biosintesis de la lovastatina (1). Se muestra en la parte derecha inferior la
estructura de médulos de las PKS LovB y LovF, ademas de la enoil-reductasa (ER) accesoria
que acttia en interacciéon con LovB. LovB sonsiste de ocho dominios discretos y acttian inte-
ractivamente para condensar nueve unidades de malonil-CoA para producir el nonaquétido
dihidromonacolina L (2). La accién de LovB sobre el malonil-CoA se inicia con un proceso de
descarboxilacién para producir la unidad iniciadora de acetato. Cada ronda de condensacion
de Claisen es catalizada por el dominio KS, mientras que el PK en crecimiento es unido al bra-
zo de fosfopanteteina del ACP. Después de cada condensacién (dominio C), el PK es sometido
a una serie de modificaciones, que pueden incluir a-metilaciéon por el dominio MT, 3-ceto-re-
duccién por el dominio KR, 3-deshidrataciéon por el dominio DH, y a-B-enoilreducciéon por
la proteina LovC. B. Después de la formacion del nonaquétido, este es liberado. C. Esquema
del cluster de genes implicados en la sintesis de lovastatina, se muestran en recuadros con
linea discontinua los tres genes estructurales de biosintesis. (adaptado de Ma et al., 2009; Fisch
2013; Ames et al., 2012).

para suprimir el crecimiento de los hongos Gaeumanomyces raminis
var. tritici y Rhizoctonia es bien conocida (Ghisalberti et al., 1990). Sin
embargo, las 6-PP tienen un efecto muy ttil pero transitorio y puede
no persistir en el ambiente (Hanson, 2005). De manera que un papel
de regulacion de estas moléculas puede ser dificil de demostrar. Se ha
constatado que mutantes de T. atroviride con una produccion reducida
de 6-PP ejercen un fuerte efecto antagonista frente a R. solani (Reithner
et al., 2005) y esto sugiere que las 6-PP podrian tener mas funciones
que la mera actividad antibidtica. Se ha sugerido también que las 6-PP

podrian actuar como estimuladores del crecimiento vegetal a bajas do-
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Fig.18. A. Estructura de fumonisinas de la serie B. B. Cluster de genes de biosintesis de fumo-
nisin en F. verticillioides. Las flechas indican la posicién y la orientaciéon transcripcional de los
genes. El orden y la posicion de los genes en otras especies de Fusarium es similar. Se indica
recuadrado con linea discontinua el gen FUM1 que codifica para la PKS implicada en la bio-
sintesis (adaptado de Alexander et al., 2009).

sis pero que podrian tener efectos inhibidores a mayores concentracio-
nes, y/o que podrian estar implicados en la produccion de inductores
de auxinas (Vinale et al., 2008). Recientemente se ha demostrado que
la 6-PP producida por T. atroviride regula el crecimiento de raiz en
Arabidopsis thaliana mediado por la senalizacion de auxinas (Garnica
et al., 2016). En T. atroviride también se ha descrito una relacion entre
6-PP y la regulacidon de sesquiterpenos en mutantes interrumpidos en
la proteina G heterotrimérica (Reithner et al., 2005) y un incremento
del nivel de 6-PP en mutantes interrumpidos en la MAPK1 (Reithner
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Fig. 19. Estructura de las aspinolidas producidas por Trichoderma arundinaceum (tomado de
Malmierca et al., 2015).
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Fig. 20. Cluster de genes de biosintesis de aspinolidas en T. arundinaceum y A. ochraceus. Las
flechas indican la posicidn y la orientacidn transcripcional de los genes. Las discontinuidades
dentro de cada flecha indican los intrones. Las zonas grises entre ambos cluster indican el
nivel de sintenia mantenido en los distintos genes en ambas especies. Los dos genes PKS de
los dos cluster se encuentran recuadrados con linea discontinua (resultados no publicados).

etal., 2007). Finalmente las pironas son poliquétidos, para cuya biosin-

tesis se requerird al menos una poliquétido sintasa (PKS).
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Fig. 21. Estructura de 6-pentil-2H-piran-2-ona (6PP)

Azafilonas: Son pigmentos amarillos, naranjas y rojos producidos
por especies del género Monascus (Fig. 22), en cuya biosintesis intervie-
ne una PKS no reductora del tipo L. Estos pigmentos son muy solubles
en agua y etanol y en Europa se utilizan para sustituir parcialmente
a nitratos y nitritos como conservantes y potenciadores del color en
productos cdrnicos, incluyendo salchichas, patés y otros embutidos
(Chen et al., 2017).

8]

1 Monascin R =CsHy,
2 Ankaflavin R=C;H,s

Fig. 22. Principales pigmentos del grupo de la azafilonas producidos por especies del género
Monascus. El color de cada caja ilustra el color de los pigmentos, amarillo, naranja y rojo, in-
cluidos en la misma.

2.1.4. Terpenos

Constituyen una de las familias mas grandes de productos natura-
les, incluyendo numerosos metabolitos secundarios con importantes
actividades farmacoldgicas como antivirales, antibacterianas, antima-
laria, y antiinflamatorias, inhibicién de la sintesis de colestereol, y ac-
tividad anticancerigena. Estos compuestos también estan implicados
en el proceso de biocontrol en especies del género Trichoderma, por
ejemplo, debido a sus actividades antifiingicas (ej. ergokoninas y viri-
dinas) pero, adicionalmente, su funcion estructural en las membranas

celulares (ej. ergosterol) es esencial. Los hongos filamentosos produ-
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cen gran variedad de estos compuestos.

Por otro lado, los terpenos también median en interacciones anta-
gonistas y beneficiosas entre organismos (Gershenzon y Dudareva,
2007). Sin embargo, como muchos productos naturales, los terpenos
son producidos normalmente en pequefias cantidades y como mez-
clas complejas por plantas y microorganismos. En plantas, los ter-
penos confieren termoproteccion, tolerancia a especies reactivas de
oxigeno (ROS) y aceleracion de florecimiento (Sharkey et al., 2008).
Sin embargo, pueden actuar como inductores de hormonas vegetales
implicadas en crecimiento y regulaciéon del desarrollo, como es el caso
del &cido abscisico (ABA) (Gonzélez-Guzman et al., 2002). Aunque el
conocimiento de las funciones del ABA en respuesta a patdgenos es
todavia muy fragmentario, esta hormona puede jugar un papel am-
bivalente en esta defensa (Asselbergh et al., 2008). Se ha sugerido que
la emision de terpenos puede disipar el exceso de energia cuando las
hojas reciben mas luz de la que pueden usar (Magel et al., 2007). En
cualquier caso, las funciones primarias de los terpenos, como otros
compuestos volatiles, son defender plantas frente a herbivoros y patoé-
genos, atraer polinizadores, dispersadores de semillas y otros anima-
les beneficiosos (incluyendo enemigos naturales de los herbivoros), y
microoganismos, y servir como sefales para la comunicacion intra- e
inter- planta (Heil y Silva-Bueno, 2007). Se ha descrito que los genes
implicados en la actividad lanosterol (un precursor de triterpenos
como el ergosterol) demetilasa estan relacionados con la fertilizacion
de plantas (O'Brien et al., 2005).

Aparte de la gran variedad en estructura y funcion, en general los
terpenos presentan una ruta de biosintesis comtn, al menos en las

etapas iniciales (Fig. 23):

1. sintesis de los precursores, isopentenil difosfato (IPP) y dimetila-
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lil difosfato (DMAPP)

2. adicion repetitiva de IPP para formar diferentes intermediarios
prenil difosfato, que son los precursores de las diferentes clases de

terpenos

3. formacion de las estructuras de los terpenos a partir de enzimas
especificas (terpeno sintasas), y modificacion de esas estructuras por
enzimas modificadoras adicionales que confieren las distintas y diver-

sas propiedades funcionales a los compuestos de esta familia.
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Fig. 23. A. Ruta de biosintesis de terpenos a partir del hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-
CoA) hasta farnesil difosfato (FPP) a través de la denominada ruta del mevalonato, seguido
de las rutas esquematizadas de biosintesis de diversos sesquiterpenos, triterpenos y diterpe-
nos que han sido identificados en especies del género Trichoderma. Se muestran subrayados
los metabolitos primarios también sintetizados por esta ruta. En maytsculas italicas se indi-
can algunos de los genes que intervienen en la biosintesis. MVA, mevalonato; DMAPP, dime-
tilalil difosfato; GPP, geranil difosfato; FPP, fanesil difosfato; GGPP, geranilgeranil difosfato,
en rojo se esquematizan las rutas de prenilacion de proteinas. B. Estructuras quimicas de los
terpenos mas representativos producidos por el género Trichoderma.

Los terpenos se clasifican generalmente por el nimero de unidades
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de IPP a partir de las que derivan y por el proceso por el que los anillos
que forman el ntcleo de la molécula son modificados, lo que a su vez
le va a conferir distintas funciones al terpeno producido. En esta bio-
sintesis el farnesil difosfato (FPP) tiene un papel muy relevante, ya que
es un intermediario comun a partir del que la ruta se va a ramificar,

sirviendo de precursor en la produccion de:

1. GGPP y de sus diterpenos y carotenoides derivados
2. Sesquiterpenos

3. Triterpenos y esteroles

FPP y GGPP, ademas de servir de precursores de diversos grupos
de terpenos, participan también en la farnesilacion y geranilgeranili-
zacion de proteinas, respectivamente. Estos procesos son esenciales
(también conocidos en conjunto como procesos de prenilacion de pro-
teinas) en la fisiologia celular. El FPP farnesila proteinas como Ras,
codificadas por oncogenes, y que ejercen funciones criticas en el con-
trol de la proliferaciéon celular. Por otro lado el GGPP participa en la
prenilacion de proteinas como: Rho, implicadas primariamente en la
reorganizacion del citoesqueleto pero que también participan en la su-
pervivencia de células malignas; Rab, que regulan todos los aspectos
del trafico intracelular de membranas, incluyendo la formacion de ve-
siculas, movilidad, acoplamiento y fusion (Haney et al., 2017). Estas
funciones se han descrito en mamiferos, y la existencia y funcion de
proteinas ortologas* en hongos no esta tan caracterizada en el momen-
to actual (*ortologos: son genes que derivan de un ancestro comiin en un evento de especia-

cién. Habitualmente tienen funciones equivalentes en sus respectivas especies).

Uno de los grupos de terpenos que mas interés ha despertado en
los ultimos afios han sido los trichotecenos. Son un grupo de sesqui-

terpenos que presentan en la mayor parte de los casos propiedades to-
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xicas tanto para plantas como para todos los animales ensayados. Son
producidos por multiples géneros de hongos filamentosos, incluyen-
do Fusarium, Isaria, Microcyclospora, Myrothecium, Peltaster, Spicellum,
Stachybotrys, Trichoderma y Trichothecium (Tabla 1). La mayoria de los
hongos productores de trichotecenos son patdgenos de plantas, y uno,
Isaria tenuipes, es un patogeno de insectos. Los trichotecenos produci-
dos por Fusarium estan entre las micotoxinas de mayor preocupacion
en relacion con la alimentacién y seguridad alimentaria. De manera
que frecuentemente pueden aparecer como contaminantes en alimen-
tos y en piensos y pueden inducir diarrea, vomitos, anorexia, pérdida
de peso, alteraciones inmunoldgicas y neuroendocrinas, leucocitosis,
hemorragias alimentarias, y dermatitis en el hombre y en todos los
grupos de animales estudiados (Bonnet et al., 2012). Estos sintomas
probablemente son el resultado de la capacidad de los trichothecenos
de inhibir la sintesis de proteinas (McLaughlin et al., 1977) y/o inducir
apoptosis en células eucariotas (Okumwai et al., 1999). Los trichote-
cenos también pueden actuar como inmunosupresores (Rotter et al.,
1996) y como neurotoxinas (Martin et al., 1986). Por su parte los tricho-
tecenos de Stachybotrys se han relacionado con los efectos negativos
para la salud de hongos creciendo en edificios con humedades. En
contraste, la produccion del trichoteceno harzianum A por Trichoder-
ma arundinaceum contribuye a su actividad de control bioldgico fren-
te a algunos patdgenos vegetales, y carece de actividad fitotoxica “in
vivo”. El nucleo de la estructura de los trichotecenos consta de una
molécula con tres anillos, conocida como 12,13-epoxitrichotec-9-ene
(EPT) (Tabla 1), y los distintos trichotecenos difieren entre ellos en el
patron de sustituyentes unidos al EPT (Tabla 1). Uno de estos tipos de
variaciones estructurales ha permitido la clasificacion de los trichote-
cenos en dos grupos. Los analogos del primer grupo, los trichotecenos

macrociclicos, tienen un anillo macrociclico, con un tamano de entre
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12 y 14 amindcidos esterificado via grupos hidroxilos en los atomos de
carbono 4 y 15 (C4 y C15) del EPT. Los andlogos del segundo grupo,

serian los trichotecenos simples, que carecen del anillo macrociclico.

Tabla 1. Estructuras representativas mostrando la diversidad de tri-

chotecenos y especies que los producen

La genética y bioquimica de la biosintesis de la biosintesis de tri-
chotecenos ha sido estudiada en profundidad inicialmente en Fusa-
rium, y las rutas de biosintesis de los trichotecenos producidos por

este género, que tienen un gran impacto en agricultura (ej. Deoxiniva-

Species Trichoth name Tri structure

12,12-epoxytrichothecene
Al (EPT)

name Species

o
o 9
\GM(\\;_I\OJH Safratoxin H Myroihfcium roridum
S0 (macrocyclic trichothecene) 4
01@/ Stachybotrys chlorohalonata

Deoxynivalenol (DON)
(3,7,15-trihydorxy-8-keto
EPT)

Fusarium graminearum

Fusarium sporotrichioides T-2 toxin i
0.
i i 8-Deoxy-Trichothecin
o (4-O-butenyl EPT) Spicellum roseum
4-monoacetoxyscirpenol o
Isaria tenuipes (3,15-dihydroxy-4-O-acety!
EPT

Trichothecolone acetate
(4-O-acetyl-8-keto EPT)

o
0 o
S | Harzianum A Trichoderma arundinaceum
| (4-O-octatrienoyl EPT)
o~

0 9 Trichodermin 2
L (4-O-acetyl EPT) Trichoderma brevicompactum

0.
9 9 Trichothecin . .
o Oﬁ (4-O-butenyl-8-keto EPT) Trichothecium roseum

Microcyclospora tardicrescens

Myrothecium roridum )
Stachybotrys chartarum Roridin A

ys chior

lic trichothecene)

lenol, nivalenol, toxina T-2) han sido descritas (Alexander et al., 2009).
Estudios adicionales indican que al menos los pasos iniciales en la
biosintesis de trichotecenos son similares en Fusarium, Myrothecium y
Trichoderma. La biosintesis de trichotecenos comienza con la ciclacion
del metabolito primario farnesil difosfato para formar el terpeno tri-
chodieno. Esta reaccion es catalizada por una terpeno sintasa (tricho-

dieno sintasa). A continuacién, una citocromo P450 monooxigenasa
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(trichodieno oxigenasa) cataliza la oxigenacion del trichodieno en tres
o cuatro posiciones para producir isotrichodiol o isotrichotriol, que
se ciclara por un proceso no-enzimatico para formar EPT o 3-hidroxi
EPT, respectivamente. Estas moléculas seran modificadas por etapas
adicionales de oxigenacion, acilacion y en algunos casos otras modifi-
caciones para formar los mas de 150 andlogos de trichotecenos que se
han identificado (Fig. 24).

El cluster de genes de biosintesis de trichotecenos (TRI) es uno de
los mas estudiados cluster de biosintesis de metabolitos secundarios
(SM) en hongos. Homodlogos del cluster TRI han sido identificados en
todos los hongos productores, e incluso en algunos casos de hongos
no productores, ej. Beauveria. Existe una variacion considerable en la
presencia o ausencia de genes TRI entre los distintos hongos examina-
dos (Fig. 25). El nimero de genes TRI por genoma varia desde seis en
Beauveria y Cordyceps a 15 en F. sporotrichioides y Stachybotrys chartarum
40293. El nimero de genes TRI varia también dentro de un mismo
género y especie. Por ejemplo, el nimero de genes TRI en S. chararum
varia desde 9 a 15 en las distintas cepas. Algunos genomas pueden
llegar a incluir dos o tres paralogos de un mismo gen. Los datos de se-
cuencia también indican que los genes TRI pueden encontrarse desde
una a cinco diferentes localizaciones gendmicas (loci), dependiendo
de la especie analizada. En algunos hongos con multiples loci TRI,
los genes localizados en distintos loci son paralogos. Por ejemplo, los
cluster TRI de Myrothecium y Stachybotrys incluyen nueve y diez genes
TRI conocidos, respectivamente, pero los genes TRI de otros loci son
todos paralogos de los genes en el cluster. En Fusarium y Trichoderma,
por el contrario, los genes TRI se encuentran en dos o tres loci, pero

ninguno de ellos es un paralogo (Fig. 25).

La diversidad estructural de los trichotecenos producidos por los
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hongos productores de estos compuestos, combinada con la informa-
cién acerca de su distribucion, relaciones filogenéticas y funciones de
los genes TRI ha permitido proponer un cluster de genes TRI ances-

tral, asi como una ruta biosintética derivada de ese cluster. El clus-

)\/\/w Farnesyl-PP (FPP)
OPPi

tris l TRICHODIENE SYNTHASE

Trichodiene

tri4 i TRICHODIENE MONOOXYGENASE
Acetyl-Coenzyme A

Isotrichodiol

. 417 OCTA-2,4,6-TRIENEDIOIC
12,13-epoxitrichotec-9-ene (EPT) T ACID SYNTHASE (PKS)
(trichotecene)
0
tri11 l C4-TRICHOTECENE MONOOXYGENASE
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‘ ﬂ Trichodermol 0
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(2Z,4E,6E)-octa-2,4,6-trienedioic acid

C4-ACETYLTRANSFERASE

| Harzianum A

Fig. 24. A. Ruta de biosintesis de harzianum A, un trichoteceno producido por Trichoderma
arundinaceum. Se muestran las etapas a partir del FPP (las etapas previas estan indicadas en
la Fig. 23). Se indican en italica los genes implicados, en letras mayusculas las enzimas codi-
ficadas por dichos genes. Como se puede observar, en la sintesis de la cadena lateral de acido
octa-trienedioico esta implicada una enzima PKS, codificada por el gen tri17 (Adaptado de
Cardoza et al., 2011).
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ter ancestral incluiria los genes estructurales TRI3, TRI4, TRI5, TRI17,
TRI18 y TRI22, los genes reguladores TRI6 y TRI10, el gen transporta-
dor TRI12, y TRI14, cuya funcion todavia hoy dia es desconocida (Fig.
26). La presencia de estos 10 genes en el cluster ancestral es coherente
con su presencia en todos los hongos analizados, y/o su presencia en
los cluster homologos de los Clades A y B (ver Fig. 25).

Con la excepcion del gen TRI18, las funciones de los genes TRI en el
cluster ancestral propuesto coinciden con las propuestas en los hongos
existentes, y en base a esto se ha podido deducir la ruta biosintética,
en la que Tri4 cataliza la oxigenacion del trichodieno en las posiciones
C2, C11 y C13 para producir EPT. Esta funcién ancestral del Tri4 seria
la razon de la limitada distribucién de los homologos de Tri4 que dan
lugar a 3-hidroxi EPT comparado con la mas amplia distribucion de
los Tri4 homodlogos que dan lugar a EPT. En la ruta ancestral, la fun-
cién de Tri3 seria esterificacion en C4 mas que en C15, esta ultima ca-

racteristica de los trichotecenos producidos por ejemplo por Fusarium.

La ruta biosintética ancestral propuesta lleva a la produccion de
4-O-butenoil EPT, un trichoteceno con un poliquétido de cuatro ato-
mos de carbono esterificado al EPT en C4. De manera que el trichote-
ceno ancestral tendria una cadena lateral sencilla, de solo cuatro ato-
mos de C, en vez de una mayor de seis u ocho atomos de carbono (ej.
octatrienedioato). Una explicacion para esta afirmacion es que no hay
evidencia que existan cerca del gen TRI17 genes que codifiquen para
enzimas modificadoras de poliquétidos, en los tres hongos que pro-
ducen las cadenas laterales mas complejas: Mirothecium, Stachybotrys
y Trichoderma. Si la ruta ancestral diera lugar a cadenas laterales mas
complejas, entonces tendrian los genes codificantes para las enzimas
modificadoras; y dado que la tendencia de los genes que participan

en la sintesis de SM es a encontrarse formando clusters, seria espera-
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ble que dichos genes modificadores de poliquétidos se encontraran
fisicamente ligados a TRI17, en aquellos hongos productores de cade-
nas laterales complejas. Aunque los datos existentes indican que los
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Fig. 25. Contenido y organizacion de los genes en los loci TRI de diversos hongos produc-
tores de trichotecenos. El arbol filogenético de la izquierda se realizé mediante un analisis
de maxima probabilidad de secuencias concatenadas de los genes TRI3, TRI5 y TRI14, que
son los genes TRI comunes a todos los hongos examinados. Los nimeros en cada ramifica-
cion son los valores de “bootstrap” basados en 1000 pseudoréplicas. Los sombreados amarillo
y azul indican los dos clades (A y B) observados con este estudio filogenético. Valores por
debajo del 70% no se muestran. Los diagramas de la derecha muestran el contenido y orga-
nizacién de los genes en los distintos loci TRI. Las flechas verdes representan homologos de
genes TRI ya descritos, y los nimeros dentro de cada flecha indican la denominacién del gen
TRI correspondiente (ej. 14 indica TRI14). El gen TRI22 fue originalmente descrito con TRI11
en Trichoderma, pero se ha determinado que ambos son funcionalmente y filogenéticamente
diferentes. En esta figura, los genes paralogos se indican con subindices en letra mintscula
a, b, o ¢; Ej. Los paralogos* de TRI6 se indican como 64, 6b, y 6¢. Las lineas grises representan
genes presentes en el cluster TRI de sélo un género; flechas naranjas representan genes tinicos
de Beauveria 'y Cordyceps; y las flechas purpuras representan genes tinicos de Stachybotrys y
Myrothecium. Las flechas que se encuentran sobre una misma linea indican genes localizados
en el mismo contig, mientras que las flechas en diferentes lineas indican genes en diferentes
contigs. Para Stachybotrys, los numeros 7711 y 40293 por encima de los genes TRI#b paralogos
indican el numero por el que se denominan las cepas en los que existen dichos paralogos. El
gen TRI3b en S. chartarum 40293 esta truncado en comparacion con otros homoélogos de TRI3
y como resultado no seria funcional (*paralogos son genes que derivan de un ancestro comiin por
duplicacion. Pueden tener funciones relacionadas).
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Fig. 26. A. Propuesta de cluster TRI ancestral. El contenido de genes en el cluster ancestral
se ha deducido de la distribucién de genes TRI entre los hongos analizados en la Fig. 25. B.
Propuesta de ruta biosintética ancestral basada en el contenido de genes del cluster TRI
ancestral y del conocimiento de las funciones de los genes TRI. La presencia de dos genes
que codifican para acetil/acil transferasas en el cluster ancestral determina la posibilidad de
una ramificacion en la ruta ancestral que podria resultar en la produccién de dos analogos de
trichotecenos: 4-acetil EPT y 4-butenoato EPT (Proctor et al., 2017).

genes TRI no estdn necesariamente agrupados en cluster en todas las
especies, y que los genes TRI pueden perderse y ser sustituidos por
otros genes con la misma funcidn, el escenario mas probable, con los
datos existentes, para la evolucién de las cadenas laterales poliqueti-
dicas seria que la ruta ancestral diera lugar a un poliquétido simple
de cuatro atomos de carbono, y que los poliquétidos mas complejos
se originarian por adquisicion de genes que codifiquen para enzimas
modificadoras de poliquétidos. En la biosintesis de poliquétidos, la
longitud del esqueleto carbonado es controlado por las enzimas PKS
(poliquétido sintasas). En la sintesis de trichotecenos, por tanto, el in-
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cremento en la longitud de la cadena poliquetidica resultaria de cam-
bios en la secuencia de Tril7. En los arboles filogenéticos deducidos
de la secuencia de nucledtidos de TRI17 y genes PKS relacionados, los
genes TRI17 de Spicellum y Trichothecium, que serian los responsables
de la sintesis de un poliquétido de cuatro atomos de carbono, forman
un clade basal frente a los genes TRI17 de Myrothecium, Stachybotrys
y Trichoderma, que son responsables de la sintesis de poliquétidos de
seis y ocho atomos de carbono.

En la ruta biosintética descrita arriba no se menciona la presencia
de TRI18 en el cluster ancestral. TRI18 codifica una acetil transferasa.
Cuando TRI18 esta presente en las secuencias gendmicas analizadas,
se localiza adyacente o cerca de TRI17 (ver Fig. 25). La ligacion fisica
de estos dos genes sugiere que podrian funcionar juntos en la bio-
sintesis. La posibilidad mas obvia es que Tril8, como Tri3, catalice la
esterificacion del poliquétido derivado de Tril7 al hidroxilo en C4. Los
resultados que indican la no completa eliminacién de produccién de
harzianum A en mutantes tri3- de T. arundinaceum, sugieren la exis-
tencia de un gen que puede compensar parcialmente la carencia de
Tri3. De manera que en la ruta ancestral, Tri3 y Tril8 catalizan ambos
la esterificacion en C4. En andlisis de delecion de genes biosintéticos
de metabolitos secundarios, no es habitual que la funcién de un gen
sea compensada por otro localizado en el mismo cluster biosintético
o en alguin otro lugar del genoma. Sin embargo, otra posibilidad para
las funciones de Tri3 y Tril8 en la ruta ancestral de trichotecenos es
que ambas enzimas catalizaran la esterificacién C4, pero esterificando
diferentes moléculas en el hidroxilo C4. Esta diferencia causaria una
ramificacion en la parte final de la ruta ancestral, con una rama dando
lugar a 4-O-butenoil EPT (8-desoxi trichotecin) y la otra a 4-O-acetil

EPT (trichodermin). Es interesante indicar que una ramificacion dan-
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do lugar a estos dos andlogos existe actualmente en Spicellum roseum.
De este modo S. roseum podria representar un fosil viviente con res-

pecto a su ruta de biosintesis de trichotecenos (Proctor et al., 2017).
2.1.5. Alcaloides

Son producidos por plantas herbédceas contaminadas con Claviceps
purpurea, formando esclerocios con una forma caracteristica (Fig. 27).
En estas estructuras es donde se acumulan los ergot alkaloides, o al-
caloides del ergot*, que se pueden dividir en tres grupos principales
(*ergot es un término que se puede traducir como cornezuelo, o incluso como
cornezuelo del centeno):

1. Clavinas,
2. Acido D-lisérgico y derivados, y
3. Ergopéptidos

Este conjunto de compuestos es conocido tanto por sus efectos ad-

Fig. 27. A. Caracteristicos “cornezuelos del centeno”, de color negro, que se corresponden
con los esclerocios de Claviceps purpurea una vez que este hongo ha contaminado el cultivo.
B. Cuadro de Piether Brueghel “El viejo” (1525-1569), titulado “Los mendigos”, en el que
se aprecian las amputaciones resultado del ergostismo o “fuego de San Antonio” por la ex-
posicion continuada a los alcaloides producidos por C. purpurea, como consecuencia de la
contaminacion de los alimentos con estas micotoxinas. El cuadro se encuentra expuesto en el
Louvre (Paris).
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versos, causando el ergostismo en hombre y animales, como por sus
efectos beneficiosos debido a sus aplicaciones farmacoldgicas. El ergo-
tismo se produce por ingestion de alcaloides durante periodos prolon-
gados (pan contaminado, o incluso a través de la leche materna), causa
efectos a nivel del sistema nervioso central, espasmos, diarrea, parali-
sis, alucinaciones, dolores de cabeza..., y también a nivel del sistema
circulatorio: vasoconstriccion que afecta principalmente a miembros
distales y gangrena en estadios avanzados, pudiendo causar la muer-
te. Esta es una de las enfermedades humanas mas antiguas conocidas
producidas por micotoxinas, con las primeras referencias datadas en
el ano 857, con brotes alrededor del mar Mediterraneo, aunque toda-
via hoy dia se producen brotes asociados a paises en desarrollo. Ya se
tienen registros "significativos" de dicha enfermedad en la edad media
(5. XVI), conocida entonces como “Fuego de San Antonio” debido a
los sintomas cutdneos que producia. El tratamiento se debe realizar,
una vez eliminado el foco de contaminacién, con medicamentos depu-
rativos para eliminar las toxinas del sistema circulatorio. Existen unas
50 especies del género Claviceps de las que C. purpurea ha sido la mas
estudiada.

Paraddjicamente, estos compuestos también tienen un uso médico,
siendo dos los grupos de compuestos de esta familia con aplicacion

desde este punto de vista:
Derivados del 6,8-dimetilergolina

Derivados del acido lisérgico

Las preparaciones farmacéuticas mds conocidas, ambas derivados
del acido lisérgico, serian:

Cafergot (cafeina + ergotamina): utilizado para el tratamiento de

las migranas, y se esta investigando su posible utilizacion en la enfer-
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medad de Parkinson.

Ergometrina: Induccién de contracciones del utero y control del

sangrado durante el parto.

Ademas de las actividades anteriores, en la década de los sesenta
del siglo pasado, también se utilizaron derivados sintéticos como alu-
cinodgenos por algunos colectivos. El ejemplo mas representativo fue el
LSD (dietilamida del acido lisérgico). Es una droga semisintética psi-
codélica, provoca alteraciones en el pensamiento, visuales, y distorsio-
na la percepcion del espacio y tiempo, fue considerada en los sesenta
como una droga recreativa, no es adictiva, y finalmente puede presen-
tar efectos psiquiatricos adversos como paranoias y alucinaciones. El
LSD fue sintetizado por primera vez en 1938, se intentaron desarrollar
aplicaciones en psiquiatria a partir de 1947, e incluso fue utilizado por
la CIA (“Central Intellingence Agency”, USA) para control mental, o
supuestamente en guerra quimica. Finalmente se descarto su utiliza-
cion en los afos setenta y se abandonaron las investigaciones, que han

sido retomadas nuevamente en el afio 2009.

La biosintesis de estos compuestos esta bien caracterizada (Tudzy-
nski et al.,, 1999; Hulvova et al., 2013), y se puede dividir en cuatro
etapas (Fig. 28):

1. Prenilacion del triptofano (Trp) con el dimetilalil difosfato
(DMAPP) por la enzima DMATS (Dimetilalil-triptéfano-sintasa, gen
dmaW) para dar lugar al DMAT.

2. Metilaciéon del DMAT mediante una metiltransferasa, que utili-

za la S-adenosil-metionina como donador del grupo metilo.

3. Oxidaciones y ciclaciones que dan lugar a la formacion de cha-

noclavina-I, por la acciéon de un FAD-oxidorreductasa (gen easA); pos-
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teriormente es oxidada por una alcohol deshidrogenasa (gen easD)
para dar lugar a chanoclavina-I aldehido, que finalmente es ciclada
por la enzima agroclavina sintasa, codificada por el gen easG, para dar
lugar a la agroclavina. Posteriormente, La accion consecutiva de dos
monooxigenasas daré lugar primero a la elimoclavina que en una se-
gunda etapa de oxidacion, llevada a cabo por otra P450-monooxigena-
sa (gen cloA), sera transformada en el 4cido D-lisérgico.

4. Activacion del acido lisérgico por la LPS2, que se corresponde
con un modulo de un NRPS, y condensacion con un tripéptido que
es producido por una segunda NRPS trimodular (LPS1) para final-

mente dar lugar a la ergotamina.

La produccion industrial de ergot-alcaloides se realiza a partir de
Claviceps purpurea. No obstante la secuenciacion de genomas de nume-
rosos hongos filamentosos ha permitido detectar regiones en hongos
principalmente de los géneros Trichodermay Metarhizium, conteniendo
genes ortologos a los que se encuentran en el cluster EAS de C. pur-
purea (Fig. 29), con lo que seria factible que estos hongos produzcan

1 cH, 2 cH,
COOH .
R ik ®$ - NC:3 SN g NH;H
I + > —}Q COOH Aﬁ cooH’
H o-pp N DMAT sintasa ) Metiltransferasa )
DMAPP L-Triptéfano b DMAT N Metil-DMAT
3 4 o OH
& H%COOH J & Ha H_NH #
3§
N
CH
h "1y
N N1 Ergotamina =
H  D-lisérgico H

Fig. 28. Biosintesis de ergot alcaloides en Claviceps purpurea, se ha dividido la ruta de biosinte-
sis en los cuatro bloques indicados en el texto. DMAPP, dimetilalil difosfato; DMAT, dimeti-
laliltriptéfano. Se indican en la parte superior de las flechas las enzimas propuestas que llevan
a cabo las distintas etapas de la biosintesis.
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ergot-alcaloides. Sin embargo, ninguno de estos géneros adicionales
contiene todos los genes identificados en C. purpurea, con lo es proba-
ble que los ergot alcaloides producidos por estos hongos sean diferen-
tes a los ya descritos en Claviceps.

2.2. Lucha Biologica.

La utilizacién de hongos en la lucha biologica frente a plagas que
afectan a cultivos se remonta a casi 80 afios. Dentro de estos, aquellos
pertenecientes al género Trichoderma han atraido especial atencidn,
y han sido objeto de nuestro trabajo en las tltimas dos décadas. Los
hongos de este género tienen gran cantidad de genes que estan im-
plicados en control bioldgico de enfermedades vegetales asi como en
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Fig. 29. A. Esquema de los cluster ortélogos al cluster de sintesis de ergot-alcaloides (EAS)
de Claviceps purpurea, detectados en los genomas de otros hongos filamentosos. B. Analisis
de sintenia entre los cluster EAS de C. purpurea 'y T. arundinaceum (datos no publicados). Los
genes [ps3 y Ips4 participan en la sintesis de otros alcaloides adicionales, como la ergometrina
y la ergopeptina, respectivamente, y se encuentran soélo en algunas especies (Hulvova et al.,
2013).
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colonizacion de gran variedad de sustratos. Ademas de ello tienen un
alto valor biotecnoldgico entre otros aspectos por su capacidad de pro-
duccion de enzimas hidroliticas y gran variedad de metabolitos secun-
darios con gran interés aplicado. Tienen, por tanto, gran capacidad de
colonizar la rizosfera y de estimular el crecimiento de las plantas, asi
como de inducir la respuesta defensiva en planta frente a organismos
fitopatogenos.

Las enfermedades vegetales, en particular las causadas por agentes
patogenos (bacterias, virus, viroides y especialmente hongos fitopato-
genos) provocan cada afio cuantiosas pérdidas en la produccion agri-
cola y en la calidad de los alimentos con los consecuentes problemas
econdmicos, no solo debidos a la menor produccidn, sino también al
coste de la eliminacion de dichas enfermedades y a la necesidad del sa-
neamiento de la poblacion vegetal, lo que se refleja en tltima instancia
en un aumento de los precios de los alimentos basicos (Tabla 2)(Oerke
2006). Ademas, no solo las cosechas se ven afectadas, también el mate-
rial almacenado (grano, fruta, etc.) puede ser infectado (Monte, 2001).
Histéricamente se han utilizado pesticidas quimicos para el control
de enfermedades vegetales (control quimico), pero el abuso y su mala
aplicacion han tenido numerosos efectos adversos, de los cuales cabria
destacar la aparicion de patdgenos resistentes a dichas sustancias y
las consecuencias nocivas sobre el medio ambiente y organismos no
objeto de ese control (Vinale et al., 2008). Todo esto ha creado la necesi-
dad de buscar alternativas surgiendo el concepto de control bioldgico,
cuya primera definicién aparecio en 1919 como “la regulacion de la
poblacién de una plaga por sus enemigos naturales”. Posteriormente,
Baker y Cook (1974) propusieron una definicion mucho mas precisa:
“El control bioldgico consiste en la reduccion de la densidad de ino-

culo o de las actividades productoras de enfermedad de un patdgeno
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o parasito, en su estado activo o durmiente, mediante uno o mas or-
ganismos, lograda de manera natural o a través de la manipulacién
del ambiente, del hospedador o del antagonista, o por la introduccién
masiva de uno o mds antagonistas”. Sin embargo, debido al desarrollo
de nuevas técnicas de Biologia Molecular, esta definicion se ha que-
dado obsoleta, por lo que la Academia Nacional de las Ciencias de los
EE.UU. (NAS, 1987) propuso una nueva: “la utilizacion de organismos
naturales o modificados, genes o productos génicos, para reducir los
efectos de organismos indeseables, y para favorecer organismos ttiles
para el hombre, tales como cultivos, arboles, animales y microorga-
nismos beneficiosos”. No obstante no hay que olvidar las limitaciones
de los agentes de control bioldgico (ACBs) ya que tienen un rango de
accion mas limitado frente a los patdgenos que los pesticidas quimi-
cos. Lo que tiende a aplicarse en la actualidad es un control integrado
que combina el uso de ACBs con pequenas cantidades de sustancias
quimicas obteniéndose niveles de supresion de la enfermedad seme-
jantes a los observados con tratamientos quimicos pero con la enorme
ventaja de producir menores efectos adversos (Monte, 2001).

Tabla 2. Pérdidas en cultivos de distintas regiones del mundo debi-

do a patogenos vegetales (Oerke 2006).

Continent Wheat Rice Maize
Loss % Loss % Loss %
inUS$ loss inUS$ loss inUS$ loss
billion billion billion
Asia 5.6 14 16.3 12 3.8 13

North America 2.0 14 0.1 7 3.4 8
Latin America 0.6 13 0.9 14 2.7 13

Europe 3.7 12 0.1 9 1.2 10
Africa 0.4 12 0.7 14 L7 16
Oceania 0.6 14 0.01 7 0.01 8
World 129 13 181 11 123 11
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2.2.1. Trichoderma como agente de control bioldgico.

Para el control de enfermedades vegetales se han aplicado especies
antagonistas de hongos fitopatdgenos (agentes de control bioldgico, =
ACB), de las cuales el 90% corresponde a distintas cepas de Trichoder-
ma (Benitez et al., 2004). Una pequena lista de hongos diana de Tricho-
derma incluye: Botrytis, Dematophora, Fusarium, Nectria, Phytophthora,
Pythium, Rhizoctonia, Rhizopus y Sclerotinia (Fig. 30). Se sabe que Tri-
choderma es capaz de controlar ascomicetos, basidiomicetos, oomice-
tos (Benitez et al., 2004), nematodos (Goswami et al., 2008), e incluso
plagas de insectos (Rodriguez-Gonzalez et al., 2017). Es interesante
destacar la resistencia de algunas especies de Trichoderma a varios fun-
gicidas y fumigantes quimicos usados habitualmente en agricultura
(ej. Captan) y también a otros tratamientos dirigidos a disminuir la
carga microbiana del suelo. Esto, junto a la velocidad de crecimiento
y la facil adaptacion a diversas condiciones climaticas conferiria a Tri-
choderma una ventaja sobre otros hongos en la colonizacion de suelos.
Un aspecto negativo es que se conocen algunas especies de Trichoder-
ma que, bajo determinadas condiciones ambientales, son capaces de
atacar cultivos de patata, maiz o manzanos, entre otros (Hjeljord y
Tronsmo, 1998), sin embargo, este género tiende a ser considerado en
su conjunto como no fitopatdgeno. Por tanto, el éxito de Trichoderma

como ACB se debe a la confluencia de factores:

1. Elevada capacidad de germinacion
2. Eficiencia en la utilizacién de nutrientes

3. Gran capacidad de inhibir el crecimiento de otros microorganis-
mos

4. Eficacia para promover el crecimiento y los mecanismos de de-

fensa de la planta
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Fig. 30. Ejemplo de la capacidad de biocontrol de Trichoderma. Se puede observar el efecto
del tratamiento de semillas de lechuga con esporas de Trichoderma hamatum frente a los pato-
genos Sclerotinia sclerotiorum (macetas superiores) o Rhizoctonia solani (macetas infertiores).
Las plantas control aparecen a la izquierda y las tratadas con T. hamatum a la derecha (Foto
tomada del BBSRC “Biotechnology and Biological Sciences Research Council”).

El biocontrol puede ser ejercido por Trichoderma por tres mecanis-
mos generales (Fig. 31):

1. Micoparasitismo, mecanismo en el que se da el contacto fisico
entre el patégeno y Trichoderma (ACB), y se producen enzimas hidro-

liticas, toxinas y/o antibioticos (Fig. 32).

2. Antibiosis, relativo a la capacidad de Trichoderma de producir
y/o resistir a metabolitos que impiden la germinacién de esporas (fun-
gistasis), que matan células (antibiosis) o que modifican la rizosfera
(Howell, 2003)

3. Competicion, en cuanto a la capacidad de Trichoderma de compe-
tir en condiciones ventajosas respecto a los microorganismos compe-

tidores de la rizosfera.
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No obstante, aunque los tres mecanismos indicados anteriormen-

te son los mas reconocidos, en los ultimos afnos se han descrito otros

Micoparasitismo TieodeiTia
R. solani |
Antibiosis Trichoderma
C. acutatum
Competicion

Fig. 31. Mecanismos de biocontrol de Trichoderma. R. solani, Rhizoctonia solani; C. acutatum,
Colletotrichum acutatum.

procesos que se podrian considerar mecanismos complementarios
o variantes de los anteriores, como es el caso de la regulacion de la
biosintesis de botridial (BOT), un sesquiterpeno fitotoxico producido
por el hongo fitopatogeno Botrytis cinerea, por metabolitos secunda-
rios también sesquiterpénicos, como el harzianum A, producidos por
Trichoderma arundinaceum. La produccion del HA reprime la expresion
de los genes de biosintesis de BOT por parte del patégeno. Seria por
tanto una variante del mecanismo de antibiosis, pero dirigido no sélo
a la inhibicién del crecimiento del patoégeno, sino adicionalmente a
reducir en este la produccién de fitotoxinas, que suponen uno de sus
principales factores de virulencia (Malmierca et al., 2016a, b).
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Fig. 32. Micoparasitismo de Trichoderma spp en la comunidad microbiana del suelo. Tricho-
derma reconoce un hongo fitopatdgeno (la presa) a través de moléculas que son liberadas por
el patégeno; algunas de estas moléculas pueden ser pequefios péptidos que son liberados por
la accién de proteasas secretadas de forma constitutiva por Trichoderma antes del contacto. Es-
tas moléculas pueden unirse a receptores acoplados a proteina G (como Gprl), o a receptores
sensores de nitrégeno en la superficie de las hifas de Trichoderma, induciendo (elicitando) una
cascada de sefializaciéon que incluye proteinas G y protein kinasas activadas por mitégenos
(MAPKSs), que modularian finalmente la actividad de factores de transcripcion (TFs) desco-
nocidos en este momento. Estos factores inducirian la expresion constitutiva de genes que
codifican enzimas para la biosintesis de metabolitos secundarios y para la lisis de la pared
celular. Las lectinas (proteinas de unién a aziicares que son altamente especificas del azucar al que
se unen y tienen un papel de reconocimiento a nivel celular y molecular) del patdégeno y proteinas
conteniendo moédulos de unién a celulosa de las hifas de Trichoderma colaborarian en la unién
de Trichoderma-presa. Al mismo tiempo, el fitopatégeno responde produciendo metabolitos
secundarios y especies reactivas de oxigeno (ROS) que elicitan una respuesta de estrés y des-
toxificacion en Trichoderma (tomado de Druzhinina et al., 2011).

2.2.2. Interacciones Trichoderma-planta

Los efectos beneficiosos de Trichoderma como ACB no se deben
sOlo a su actividad antagonista frente a organismos fitopatdgenos,
sino también a un efecto directo sobre las plantas y su ambiente. Los
efectos beneficiosos sobre las plantas incluyen la promocion del creci-

miento, la tolerancia a estreses abidticos y la induccion de la respuesta
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defensiva frente a patogenos.

Las cepas de Trichoderma con reconocida influencia sobre las plan-
tas deben ser buenas competidoras en la rizosfera y han de ser capa-
ces de colonizar las raices, lo que ha provocado que en los ultimos
anos se les haya redefinido como endosimbiontes de plantas (Harman
et al.,, 2004). Segun estas teorias, las especies de Trichoderma actian
como simbiontes de plantas, oportunistas y avirulentos, capaces de
colonizar las raices mediante mecanismos similares a los empleados
por hongos micorricicos y de producir compuestos que promueven el
crecimiento de las plantas y/o inducen sus sistemas de defensa (Fig,.
33). Como simbiontes, reciben nutrientes de las plantas (a través de
exudados de las raices) y un nicho que colonizar, mientras que mejo-
ran la toma de nutrientes por parte de las raices y protegen a la planta

frente a estreses tanto bidticos como abioticos (Woo y Lorito, 2006).

La colonizacion implica una habilidad de reconocimiento y adhe-
rencia a la raiz, la entrada del hongo en la planta y la resistencia a me-
tabolitos toxicos producidos por la planta en respuesta a esa invasion
(Hermosa et al., 2012). En estos procesos participan un gran namero
de enzimas y compuestos, como hidrofobinas y proteinas similares a
expansinas en el reconocimiento y la adherencia (Viterbo y Chet, 2006;
Brotman et al., 2008) o endopoligalacturonasas en la degradacion de la
pared celular de plantas (Mordn-Diez et al., 2009). Las reacciones del
hospedador frente a la invasion de Trichoderma suelen tener lugar en el
sitio de entrada: las deposiciones de callosa engrosando la pared celu-
lar son muy eficaces a la hora de restringir el crecimiento del hongo en
los espacios intercelulares de la epidermis y el cortex, impidiendo su
entrada al sistema vascular (Yedidia et al., 1999). También se produce
una acumulacién de compuestos antimicrobianos, de naturaleza fend-

lica, sintetizados por la planta en el lugar de penetracion del hongo. La
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Fig. 33. Representacion esquematica de la sefializacién molecular Trichoderma-planta y de los
effectos de induccion en las plantas. T, Trichoderma; P, patdgeno; IAA, acido 3-indol-acético;
ACCD, ACC desaminasa; ET, etileno; JA, acido jasmonico; SA, acido salicilico; ISR, resistencia
sistémica inducida (tomado de Hermosa et al., 2012).

capacidad de colonizacion depende en gran medida de la tolerancia
del hongo a estos metabolitos, resistencia que en Trichoderma ha sido
atribuida a la presencia de gran niimero de genes que codifican para
transportadores ABC (Ruocco et al., 2009).

Diversos estudios (recogidos en Shoresh et al., 2010) han revelado
que la interaccidn Trichoderma-planta da lugar a cambios en el trans-
criptoma y proteoma de la planta. Los compuestos fungicos implica-

dos en la induccion de respuestas en la planta incluyen:

- Enzimas hidroliticas: xilanasas, celulasas, endoquitinasas, endo-
poligalacturonasas, etc. Inducen en la planta la expresiéon de genes re-
lacionados con defensa, la biosintesis de fitoalexinas, el crecimiento de

la raiz o la resistencia a enfermedades (Moran-Diez et al., 2009).

- Metabolitos secundarios:
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Peptaiboles: son pequenos péptidos lineales (de entre 7 y 20 re-
siduos) producidos por una péptido sintetasa no ribosomal (ver
seccion 2.1.2.). Se ha demostrado su actividad antimicrobiana y su

capacidad para inducir respuestas de defensa en plantas.

Trichotecenos: compuestos sesquiterpénicos que en la mayor
parte de los casos tienen propiedades fitotoxicas, excepto el har-
zianum A producido por Trichoderma arundinaceum (ver seccidén
2.1.4.) (Malmierca et al., 2012).

- Oligosacaridos y compuestos de bajo peso molecular: inducen la
expresion de genes que codifican proteinas relacionadas con patoge-
nicidad (PR), la lignificacion en el lugar de la infeccion y la generacion
de ROS, y también reducen la respuesta defensiva en la planta.

2.2.2.1. Efecto de Trichoderma en la resistencia de las plantas a es-
treses abidticos

- Estrés hidrico: en condiciones normales, las plantas bajo estrés hidri-
co sufren cambios fisiologicos como el cierre de los estomas o la reduc-
cion de la tasa de fotosintesis neta, lo que provoca, si ese estado de estrés
se prolonga durante demasiado tiempo, una situacion de hambruna, la
parada del crecimiento y posiblemente la muerte del organismo. Las
plantas tratadas con Trichoderma son mucho mas resistentes a estados
de déficit de agua. Este tratamiento provoca una serie de cambios en la
planta, perdurables a lo largo del tiempo, tales como la induccion del
metabolismo de carbohidratos y de las proteinas implicadas en la foto-
sintesis o el acimulo de almidon en las hojas, lo que permite un mayor
aporte de nutrientes y energia destinados a mantener el crecimiento de
la planta (Bae et al., 2009; Shoresh y Harman, 2008a).

- Estrés salino: el exceso de salinidad provoca en las plantas altera-
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ciones del balance hidrico e iénico en los tejidos y estreses secundarios
como el oxidativo (Munns, 1993). En general, Trichoderma puede alte-
rar el estatus nutricional de las plantas, incrementando su contenido
en potasio y calcio (dos de los principales elementos deficitarios en
plantas bajo estrés salino) (Yedidia et al., 2001; Yildirim et al., 2006).

- Estrés térmico: se ha demostrado que las plantas de tomate some-
tidas a temperaturas extremas (tanto frio como calor) sufren menos

dano si estan tratadas con T. harzianum (Shoresh et al., 2010).

- Estrés oxidativo: en condiciones de estrés severo, pueden acu-
mularse ROS generando dafios celulares. En estudios protedmicos de
raices inoculadas con Trichoderma se observan niveles aumentados de
superoxido dismutasa, peroxidasa y otras enzimas de detoxificacion
de ROS (Shoresh y Harman, 2008a).

2.2.2.2. Otros efectos beneficiosos sobre las plantas del tratamiento
con Trichoderma

- Promocion del crecimiento: el efecto de Trichoderma sobre el cre-
cimiento de las plantas tiene una larga duracion, pudiendo incluso
durar toda la vida de las plantas anuales (Harman, 2000). El trata-
miento incrementa el crecimiento de raices y tallos, el porcentaje de
germinacion, el contenido en peso seco, almidon y azucares (Shoresh
y Harman, 2008a).

Esta caracteristica se ha comprobado en numerosos cultivos y plan-
tas ornamentales, observandose un incremento en la altura, diametro
y/o peso seco de las plantas, asi como en el porcentaje de germinacidn,
numero de botones florales y/o area de las hojas (ver Fig. 30). Para
explicar esta estimulacion del crecimiento se han sugerido varios me-

canismos: la produccion de factores de crecimiento, el control de pa-
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tégenos menores, o la conversion de material no utilizable en formas
que puedan ser asimiladas por las plantas. En el caso de algunas es-
pecies de Trichoderma, también podrian facilitar el efecto potenciador
de bacterias saprofitas (Vrany et al., 1990) y de hongos micorricicos
(Calvet et al., 1993).

- Mejora de la eficiencia fotosintética: la activacion de las defensas
de la planta por parte de Trichoderma tiene un coste metabolico eleva-
do. Esta energia extra proviene del aumento de la capacidad fotosinté-
tica y de las tasas de respiracion de la planta inducidas por Trichoder-
ma (Shoresh y Harman, 2008b).

- Aumento de la toma de nutrientes: varias especies de Trichoderma
son capaces de solubilizar nutrientes presentes en el suelo necesarios
para la planta, haciéndolos facilmente asimilables por las raices. Den-
tro de estos nutrientes se incluye el fésforo y micronutrientes como el

hierro, cobre, zinc y magnesio (Altomare et al., 1999).

- Mejora de la eficiencia de utilizacion de nitrogeno: Trichoderma
induce la expresion de la nitrato reductasa en plantas, enzima que
convierte el nitrato en iones amonio (necesarios para el metabolismo
del nitrégeno), mejorando la productividad y el crecimiento vegetal
(Harman, 2000).

2.2.2.3. Obtencion de cepas modificadas de Trichoderma y efecto
sobre su capacidad de biocontrol

Como se ha descrito en los apartados anteriores, Trichoderma es un
género que ha sido estudiado debido a sus notables propiedades de
interés aplicado, en cuanto a su capacidad de produccion de gran va-
riedad de metabolitos, enzimas, y también por su gran capacidad de
colonizar la rizosfera y de interaccionar con la plantas, proporcionan-

doles beneficios en cuanto a crecimiento y defensa. No obstante, hasta
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el inicio de este siglo los avances en la biologia molecular de este gé-
nero habian sido muy escasos. De esta manera entre los afios 2002 y
2005 se desarroll6 un proyecto de genodmica funcional “TrichoEST”,
que fue llevado a cabo por un Consorcio Internacional formado 10
grupos, entre los que se encontraban tanto instituciones académicas
e investigadoras como empresas. En este proyecto participo el labo-
ratorio de Microbiologia del Campus de Ponferrada (Universidad de
Leon), que en este caso formo una unidad con el grupo de la Univer-
sidad de Salamanca. El nombre completo del proyecto fue “Gendémica
Funcional y Protedmica de cepas antagonistas de Trichoderma por la
Industria y Agricultura”, y uno de sus principales objetivos fue pro-
fundizar en el proceso de biocontrol de Trichoderma. Como resultado
del mismo se identificacion numerosas ESTs (“Expressed Sequence
Tags”, fragmentos de genes expresados) que podian ser interesantes
desde el punto de vista aplicado. Para coseguirlo se desarrollaron di-
versos procedimientos y/o plataformas moleculares y bioinforméticas
que fueron muy dutiles para la caracterizacion posterior de los genes.
El andlisis de las ESTs permiti¢ identificar gran variedad de genes con
potencial interés en las funciones de biocontrol y de interacciéon con la
planta (Vizcaino el al., 2006).

Los genes seleccionados se estudiaron utilizando varios enfoques,
pero sin duda uno de los que dio mejores resultados fue la de obtener
transformantes sobreexpresando o silenciando los genes de interés en

el propio Trichoderma.

Como primer ejemplo se expresaron genes que codifican para HSP
(“heat shock proteins”- proteinas de respuesta a choque térmico). La
funcion de estas proteinas esta relacionada con la respuesta a tempe-
raturas extremas y otras condiciones de estrés. En estas condiciones

las HSPs actiian como chaperonas, previniendo la agregacion indu-
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cida por el estrés de proteinas parcialmente desnaturalizadas, pro-
moviendo la recuperacién de sus conformaciones nativas cuando las
condiciones favorables re recuperen. La sobreexpresion de una sHSP,
o HSP de pequefia masa molecular (“small HSP” - de aproximada-
mente 24 kDa.), increment6 notablemente la termotolerancia de los
transformantes, aunque no afectd a su capacidad antifungica (Mon-
tero-Barrientos et al., 2007). Por otro lado, también se sobreexpresé
el gen hsp70, que pertenece a una familia que se compone de genes
altamente conservados, algunos de los cuales son inducibles por calor
y las enzimas que codifican juegan importantes papeles como chape-
ronas. Los transformantes con este gen sobreexpresado acumulan mas
biomasa y muestran un mayor crecimiento bajo condiciones de estrés
osmotico, salino y oxidativo, después de haber sido sometidos a un
choque térmico (Fig. 34) (Montero-Barrientos et al., 2008).

Finalmente, otro ejemplo representativo seria el silenciamiento del
que Thpgl que codifica para una endopoligalacturonasa (PG1). Para
entender la funcion de estas enzimas es importante tener en cuenta
que Trichoderma spp. puede generar una respuesta en plantas simi-
lar a la resistencia sistémica inducida (ISR) por rizobacterias. Algunos
oligdmeros de pared celular (CW) podrian actuar como moléculas eli-
citoras liberadas por plantas después del ataque del patogeno (Woo
et al., 2006). Estos incluyen oligogalacturonidos (OGA), que son frag-
mentos de homogalacturonanos activos bioldgicamente (HGA) con un
tamarfio entre 2 y 20 residuos de acido galacturonico. OGA liberados a
partir de pectinas estan relacionados con respuestas defensivas y tam-
bién modulan crecimiento y desarrollo vegetal (Casasoli et al., 2008;
Ridley et al., 2001).

La pectina es un componente importante de la CW de las plantas

y las pectinasas se encuentran entre las primeras enzimas producidas
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Fig. 34. Crecimiento de los transformantes de T. harzianum sobreexpresando el gen hsp70 (ce-
pas t-hspl y t-hsp2), después de un choque térmico a 45°C durante 2 horas, comparado con
la cepa silvestre (T34).

durante el ataque fungico a las plantas (Annis and Goodwin 1997).
Estas enzimas estan implicadas en el corte de los tres dominios de
la pectina: HGA, rhamnogalaturonano-I y ramnogalaturonano II. Las
endopoligalaturonasas (endoPG) catalizan la hidrodlisis de los enlaces
alfa-1,4-galacturdnico entre dos residuos no metilados de acido galac-
turonico del HGA, liberando oligogalacturonidos.

La identificacion del gen Thpgl, que codifica para una endopoliga-
lacturonasa, permitié determinar que su expresion se inducia en pre-
sencia de un patogeno en el sistema Trichoderma-planta.

Los mutantes silenciados en el gen Thpgl (cepa ePG5), tenian una
menor capacidad de colonizar raices y también conferian una menor
proteccién in vivo a plantas de tomate frente al patdégeno Botrytis ci-

nerea. Finalente en la interaccion con Arabidopsis (planta modelo) se
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encontraron 10 genes vegetales que estaban regulados negativamen-
te en la presencia de ePG5 en comparacion con la cepa silvestre, seis
de los cuales estarian implicados en la construcciéon de la CW o en
su degradacion o en respuestas defensivas en plantas. Otros estarian
implicados en defensa de la planta. Esta regulacion negativa de genes
relacionados con la ISR podria indicar un menor nivel de proteccion
frente a fitopatdgenos (Moran-Diez et al., 2009).

2.2.2.4. Efecto de la expresion de genes de Trichoderma en plantas,
sobre la respuesta a condiciones de estrés

Las plantas responden a los ataques de patdogenos mediante la ex-
presion de una amplia variedad de genes, la mayoria relacionados con
los mecanismos de defensa molecular. Tanto los ataques de patdgenos
como los estreses abidticos, como la salinidad y la sequedad, reducen
la produccion vegetal en todo el mundo. Se han hecho muchos inten-
tos para conferir resistencia a patdgenos e incrementar la tolerancia
a estreses abioticos en plantas de interés agrondmico. Una de las es-
trategias mas extendidas ha sido sobreexpresar genes vegetales que
se inducen en condiciones de estrés bidtico y abiotico. Complementa-
riamente, también se han hecho esfuerzos para reforzar la respuesta
vegetal mediante la introduccién de genes heterdlogos con un recono-
cido efecto antipatdgeno. Las quitinasas pueden jugar un doble papel,
inhibiendo el crecimiento de los hongos mediante la digestion de su
pared celular y mediante la liberacién de elicitores liberados del pa-
tégeno que inducirian reacciones de defensa en el hospedador. Plan-
tas transgénicas que sobreexpresan quitanasas de diversos origenes
han demostrado exhibir niveles mejorados de resistencia a infecciones
fangicas y un retraso en los sintomas de la enfermedad cuando se en-

frentan a hongos patdgenos.

Un ejemplo representativo es el de la quitianasas y glucanasas pro-
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ducidas por Trichoderma, estas enzimas han demonstrado ser potentes
inhibidores de patdgenos de plantas y son capaces de lisar no sdlo las
partes blandas del 4pice de las hifas sino también las partes mas duras
de quitina de las hifas maduras, conidios, clamidosporas y esclerocios,
actividad que en el caso de las quitinasas de las plantas es mucho me-
nos potente. Por estas razones se han abordado en diversos estudios
la expresion de genes de Trichoderma que codifican para quitinasas en
plantas. Un ejemplo fue la expresion del gen chit42, que codifica para
una quitinasa de T. harzianum, en plantas de tabaco y patata (Lori-
to et al., 1998). Como resultado se obtuvo una mayor resistencia de
las plantas transgénicas frente a patdogenos como Alternaria alternata y
Rhizoctonia solani (Fig. 35).

Un segundo ejemplo seria la expresion de los genes chit42 y chit33,
que codifican para dos quitinasas de T. harzianum, juntos o por separa-
do, también en plantas de tabaco. Se pudo observar que en las plantas
transgénicas se mejoraba significativamente la tolerancia frente a hon-
gos y bacterias patogenas, y también se incrementaba la produccion
de peroxidasa anidnica y de Proteinas PR, implicadas en la respuesta
a patogenos. Ademas se mejoraba la resistencia a diversas condiciones
de estrés abidtico, como estrés salino y altas concentraciones de meta-
les (Dana et al., 2006).

Finalmente, la expresion del gen hsp70 en Arabidopsis thaliana, que
codifica para una proteina de respuesta a choque térmico (“heat shock
protein”), importante para conferir termotolerancia a Trichoderma, asi
como tolerancia cruzada a estreses osmatico, salino y oxidatino (Mon-
tero-Barrientos et al., 2008), permitiéo determinar un mayor nivel de
germinacion de las semillas de los transgénicos de A. thaliana en com-
paracion con el control cuando fueron sometidos a un tratamiento de

estrés térmico (“heat-shock”), indicando una termotolerancia mayor
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que el control. Ademas las lineas transgénicas mostraron un mayor
nivel de germinacién y crecimiento en medios con NaCl, mannitol o
H,O, que las cepas control, después de ser sometidas a un tratamiento
térmico (Montero-Barrientos et al., 2010).
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Fig. 35. Resistencia de plantas transgénicas de tabaco frente a R. solani. 1y 3, son controles de
plantas control, crecidas en sustrato no infectado con R. solani; 2 y 4 son plantas crecidas en
sustrato con R. solani; 1y 2 plantas control, no transgénicas (C); 3 y 4, plantas de tabaco trans-
génicas (Ts3), expresando el gen chit42 de T. harzianum.

2.2.3. Utilizacion de Trichoderma en el mundo

Debido a todas estas cualidades positivas, el tratamiento de cultivos,
tanto herbdceos como lefiosos, o de plantas ornamentales con diferen-
tes especies de Trichoderma estd muy extendido en todo el mundo (Fig.
36), incluso en algunos paises como Cuba o Venezuela su utilizacion
esta financiada por el gobierno, con el fin de reducir tanto los costes
de la agricultura como el impacto ambiental provocado por pesticidas
y fertilizantes quimicos. Sin embargo, todavia estamos muy lejos de
explotar al maximo Trichoderma como hongo de biocontrol debido a
la elevada variedad genética presente dentro del género, que hace que
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algunas especies sean buenas promotoras del crecimiento e induzcan
las defensas ISR, mientras que otras no tienen ningun efecto y algunas
incluso tienen efectos negativos (Harman, 2006). Asi pues, los efectos
de Trichoderma varian dependiendo de la planta, e incluso del cultivar
especifico a tratar (Tucci et al., 2011).

Una vez que los mecanismos implicados en la interaccion Trichoder-
ma-planta se conozcan completamente o al menos en mayor profundi-
dad, se podran definir los puntos clave que ha de cumplir una buena
cepa de biocontrol, y se podra utilizar de forma mas generalizada y
segura, obteniéndose mejores resultados tanto a nivel de produccion

como de resistencia y eliminacion de enfermedades en los cultivos.

En la actualidad existen numerosos productos comerciales basados
en distintas formulaciones de Trichoderma, con eficacia frente a hongos
fitopatogenos de los que afectan con mayor frecuencia a cultivos de

sl !F""...".I....
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Fig. 36. Utilizacion estimada de productos agricolas basados en Trichoderma (biopesticidas,
bioinoculantes, biofertilizantes, agentes para fortalecimiento de plantas, protectores de plan-
tas, etc.). El tamafo de los puntos rojos indica la proporcion relativa de esos productos en
cada pais (Imagen tomada de Lorito et al., 2010).
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importancia econdémica (Tabla 3). En Europa, la muy estricta norma-
tiva comunitaria ha hecho que este tipo de productos proliferen lenta-
mente, pero es muy probable que en un futuro se extienda su utiliza-
cion por lo que suponen de beneficio medioambiental, sobre todo al
permitir una reduccion en la utilizacion de pesticidas quimicos, consi-

guiendo asi una mayor sostenibilidad del proceso productivo.

Tabla 3. Ejemplo de productos comerciales basados en agentes de

biocontrol del Género Trichoderma (adaptado de Mayo 2017).

Materia activa Nombre Control/efectos Casa comercial
comercial
T. asperellum T18 PRODIGY Phytophthora spp. Sclerotinin ~ AMC Chemical
spp., Rhizoctonia spp. (Espafia)
T. asperellum T34 T34 BIOCON- Hongos patdgenos de suelo  Biocontrol Techno-
TROL logies S.L. (Espafia)
T. harzianum ROOTSHIELD  R. solani, Pythium spp., Fusar- BioWorks (EEUU)
ium spp.
T. harzianum SUPERSITVIT  Estimulacion del crecimiento  Borregaard Bioplant
(Dinamarca)
T. harzianum (KRL-  TRI 002 Estimulacion del crecimiento, Plant Support (Ho-
AG2) fortalecimiento de las planas  landa)
frente a patogenos
T. harzianum SUPERSIVIT  Pythium spp., Rhizoctonia spp. ~ Fytovita (Republica
(PV 5736-89) Checa)
T. harzianum + TUSAL Phoma spp., Pythium spp, Certis Europe (Ho-
T. viride Rhizoctonia spp., Phytophthora  landa)
spp.
T. harzianum T22 PHC T-22 Pythium spp., Rhizoctonia spp., BioWork Inc.
Fusarium spp., Cylindrocla- (EEUU)
dium spp., Thielaviopsis spp.,
Sclerotinia spp.
T. virens ROOT MATE  Phytophthora spp. Biowork Inc (EEUU)
T. viride ECOFIT Fusarium spp., Pythium spp., ~ Hoechst Schering
Rhizoctonia spp. AgrEvo (India)
Trichoderma spp. TRICHOJET,  Armillaria spp., Botryosphaeria ~ Agrimm Techno-
TRICHOPEL,  spp., logies (Nueva Ze-
TRICHO- Chondrosternum spp., Fusa- landa)
DOWELS rium spp., Nectria spp., Phyto-
TRICHOSEAL  phthora spp., Pythium spp.,

Rhizoctonia spp.
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2.3. Genomas Fangicos.

Los hongos, con un niimero estimado de 1.5 millones de especies,
representan uno de las mas grandes ramas del Arbol de la Vida, con
un enorme impacto en muchas actividades humanas y en el funcio-
namiento de los ecosistemas, debido a sus diversas funciones como
organismos descomponedores, patégenos, y simbiontes. Ademas,
posiblemente mas que ningtn otro grupo de microorganismos no fo-
tosintéticos, los hongos son elementos bioldgicos esenciales en el ci-
clo global del carbono. Colectivamente, son capaces de degradar casi
cualquier biopolimero natural existente ademas de la mayoria de los
producidos por el hombre. Por todo ello, los hongos presentan notable
interés en el desarrollo por ejemplo de combustibles alternativos, en
el secuestro de CO, y en la biorremediacion de ecosistemas contami-

nados.

El uso de los hongos filamentosos para el beneficio continuado del
ser humano, requiere un preciso conocimiento de como estos organis-
mos interactian con comunidades naturales o sintéticas. La capacidad
de muestrear diversidad de ambientes para analizar complejos meta-
genomas fungicos, es una realidad muy proxima a ser alcanzada, y
sera una parte importante en el aprovechamiento de los hongos para
su aplicacion en proyectos relacionados con la industria, energia y cli-
ma. Sin embargo, nuestra capacidad para analizar estos datos depen-

de de la disponibilidad de genomas fingicos bien caracterizados.

Para rellenar este vacio en nuestro entendimiento de la diversidad
fangica, se llevo a cabo un proyecto de cinco anos, con la participa-
cién de numerosos investigadores internacionales y la colaboracion
del “Joint Genome Institute (JGI)” del “Department of Energy” de los
Estados Unidos, para secuenciar 1000 genomas fngicos, pertenecien-

tes a toda la diversidad de hongos existente. Fruto de esta iniciativa
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se secuenciaron al menos dos genomas de referencia de cada una de
las aproximadamente 500 familias reconocidas de hongos. Ademas
de este esfuerzo, realizado por el JGI, otras instituciones cientificas
en todo el mundo han avanzado en este campo, con lo que podemos
considerar que el nimero de genomas de hongos accesibles superaria
ampliamente los 2000 genomas (Fig. 37), lo que supone una fuente de
informacién de gran valor, que ya hoy dia impregna todas las lineas
de investigacion, no s6lo en hongos, sino también en el resto de orga-
nismos (bacterias, plantas, animales y ser humano), en los que en la
mayoria de los casos los conocimientos en el campo de la gendémica se

encuentran mucho mas avanzados que en los hongos.

A este extraordinario desarrollo sin duda ha contribuido el desarro-
llo de las técnicas y equipamientos relacionados con la secuenciacion
de nueva generacion (NGS), que ha permitido que entre los afios 2005-
2007 se redujeran de forma exponencialmente negativa los precios de
secuenciacion de genomas. De manera que la secuenciaciéon de un ge-
noma, que en el anio 2007 se calculaba en un precio de apoximadamen-
te 10 millones de doélares, en la actualidad pueda realizarse por menos
de 1000 dolares, y probablemente en no mas de dos-tres afos a partir
de este momento, no supere los 500 dolares. Esta reduccion en el pre-
cio, o en definitiva el incremento de la capacidad de los equipos de se-
cuenciacion ha sido muy superior al que se podria predecir haciendo
una asimilacién a lo que la ley de Moore propuso para la evolucién de
la capacidad de los discos duros de los ordenadores, planteando que
el nimero de transistores en los microprocesadores se duplicaria cada
dos afos, que es lo mismo que decir que la capacidad de los discos du-
ros se duplicaria cada dos afios (Moore 1965) (Fig. 37). Esta hipotesis
que en el caso de los avances informaticos se ha ido cumpliendo, sin

embargo en el caso de la eficiencia de los equipos de secuenciacion ha
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ido mucho mas rapido, y por tanto los precios se han reducido tam-
bién mucho mas rapidamente (Fig. 37).

En la Tabla 4, de forma ilustrativa, se muestran los datos de los ge-
nomas de algunos hongos filamentosos que han sido tratados en esta
memoria, en los que se pueden ver los tamafos de sus genomas, asi
como el nimero de contigs (fragmentos de secuencia discretos obte-
nidos como resultado del proceso de secuenciacion y de su posterior

procesamiento), y el nimero de genes en cada genoma.
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Fig. 37. Graficas illustrando (panel de la izquierda) como ha evolucionado a lo largo de los
anos el coste en dolares de la secuenciaciéon de ADN en comparacién con la evolucion previ-
sible en funcién de la ley de Moore, establecida en 1965 para predecir la evolucién de la capa-
cidad de almacenamiento de los discos duros de los ordenadores existentes en cada momento
(Moore 1965). Notese el rapido descenso de los precios de secuenciacién con la introduccion
de la tecnologia NGS (“next generation sequencing”- “nueva generacién de secuenciacién) a
partir de los afios 2005-2007; (panel de la derecha) evolucién hasta la actualidad y prevision
hasta el afio 2025 del ntimero de genomas secuenciados en Eucariotas (incluidos hongos), Bac-
terias y Archaeas [datos tomados del “NHGRI (National Human Genome Research Institute)
genome sequencing program (GSP)].

Tabla 4. Informacion acerca de las secuencias de algunos genomas
de hongos filamentosos productores de trichotecenos (ver apartado
2.1.4).
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Species? Lifestyle (5;;5;0(111\1/;33) Cglct)i.gs Gljl(l);:s N50
Beauveria bassiana Insect patho- 33,697,794 1,229 10,364 84,720
gen/endophyte

Cordyceps confragosa Insect pathogen 32,603,708 8,204 8,126 9,866
FIESC 12° Plant pathogen 31,177,521 1,091 10,090 112,688
Fusarium graminearum Plant pathogen 36,565,771 435 13,313 184,591
Fusarium longipes Plant pathogen 35,314,733 544 11,461 144,380
Fusarium sporotrichioides Plant Pathogen 37,430,056 447 12,015 235,034

Microcyclospora tardicres- Plant pathogen 26,207,243 1,071 10,378 169,506
cens

Myrothecium roridum Plant pathogen 45,146,520 2,310 14,215 54,581
Spicellum ovalisporum Saprophyte 32,638,560 880 9,497 91,139
Spicellum roseum Saprophyte 34,127,646 1,156 10,426 168,957
Stachybotrys chartarum Saprophyte 36,879,702 3,848 11,530 55,709
Stachybotrys chlorohalonata Saprophyte 34,390,047 5,591 10,706 47,022
Trichoderma arundinaceum  Saprophyte 36,872,412 1,370 10,539 134,831
Trichoderma brevicompac- Saprophyte/ 37,043,576 1,404 10,467 57,298
tum Plant pathogen
Trichothecium roseum Saprophyte/ 33,891,741 1,468 9,759 77,986
Plant pathogen

a Estos hongos proceden de las siguientes instituciones: Beauveria — Richard Humber, Agricul-
ture Research Service Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures (ARSEF); Cordyceps
— Timothy James, Biology Department at the University of Michigan; Fusarium and Myroth-
ecium — Agriculture Research Service (NRRL) Culture Collection, National Center for Agri-
cultural Utilization Research, U.S. Department of Agriculture; Microcyclospora — Hans Josef
Schroers at Agricultural Institute of Slovenia; Spicellum and Trichothecium (DAOM strains) —
Keith A. Seifert, Ottawa Research and Development Centre, Agriculture and Agri-Food Can-
ada; Trichoderma — Ulf Thrane, IBT Culture Collection of Fungi, Mycology Group, Technical
University of Denmark; Trichothecium — Anne E. Desjardins, National Center for Agricultural
Utilization Research, U.S. Department of Agriculture (datos tomados de Proctor et al., 2017).
Nb50, es la longitud del contig mds pequeiio que representa el 50% del genoma; es decir en el caso de
Beauveria bassiana N50= 84,740 bp, lo que indica que sumadas las longitudes de todos los contigs con
este tamario o superior, representarian el 50% del genoma, es una medida de la calidad del proceso de
secuenciacion y un valor mayor suele indicar una mayor calidad, aunque siempre hay que tener en
cuenta las propiedades intrinsecas del genoma concreto, sobre todo del microorganismo del que se ha
aislado el DNA gendmico).
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3. CONCLUSION.

Desde el punto de vista biotecnoldgico los hongos filamentosos
son un modelo del que el ser humano ha obtenido muchos beneficios.
Muchos de los metabolitos producidos por estos organismos han sido
esenciales en el desarrollo de la humanidad, y han permitido curar
enfermedades que en épocas anteriores habian causado grandes pan-
demias con pérdidas de millones de vidas. Por otro lado su estudio
también ha permitido identificar las causas de plagas que afectan a
cultivos, provocando grandes pérdidas econémicas y en algunos mo-
mentos carencia de alimentos. Todo este conocimiento ha permitido
nuestro progreso, pero las posibilidades que nos ofrecen los hongos
filamentosos para el futuro son posiblemente inimaginables hoy en
dia. La aparicion de las técnicas gendmicas y transcriptémicas ha per-
mitido determinar que en el mejor de los casos, es decir, en los casos
de los hongos mejor caracterizados, estamos aprovechando un por-
centaje muy bajo de su potencial biosintético, no mas alla de un 5%,
con lo que debemos esperar que en un futuro no muy lejano puedan
aparecer nuevos metabolitos y aplicaciones de los hongos filamento-
sos que le sean al ser humano de gran utilidad.

No quiero terminar esta leccion sin enfatizar que todos estos descu-
brimientos no serian posibles sin la inversion necesaria, que en todo
caso siempre proporciona importantes retornos a la sociedad, sobre
todo en forma de puestos de trabajo, y un ejemplo de ello es el pu-
jante tejido empresarial biotecnoldgico de la Provincia de Ledn, con
un numero muy significativo de empresas de este sector de renombre
internacional.

He dicho.
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