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RESUMEN
El proceso de infeccidon del hongo Fusarium oxysporum es complejo y requiere algunos mecanismos bien
regulados: 1) el reconocimiento de senales de la planta, 2) la adhesion a la superficie de la raiz y la
diferenciacién de hifas de penetracién, 3) la invasion del cértex de la raiz y la degradacién de barreras fisicas
hasta llegar al tejido vascular, 4) adaptacion al entorno adverso del tejido vegetal, incluyendo la tolerancia a
compuestos antifungicos, 5) la proliferacion de las hifas y producciéon de conidios en los vasos del xilema vy,
6) la secrecion de factores de virulencia tales como enzimas, péptidos o fitotoxinas.
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Introduccién

El grupo estudia los mecanismos que definen la
patogénesis en los hongos filamentosos. Nuestro objetivo
es descubrir nuevos genes de virulencia y entender su
papel durante la infeccién. El interés se centra en aquellos
aspectos basicos de la virulencia que estan conservados
en los patdgenos fungicos, sea cual sea la especie
patégena y hospedadora.

En la actualidad abordamos el problema desde los
siguientes enfoques: 1) Caracterizacion de factores de
transcripcion que regulen la expresion de genes
relacionados con patogénesis, 2) Biogénesis de la pared
celular fungica, 3) ldentificacion de nuevos factores de
virulencia fungica sobre plantas y mamiferos, 4) Diseccién
de una cascada MAP quinasa esencial para el desarrollo
y la patogénesis, 5) Analisis de las proteinas de la
superficie del hongo implicadas en la interaccion con la
planta, y 6) Analisis ultra-estructural de las primeras
etapas de infeccion.

El proceso de infeccion del hongo Fusarium oxysporum
es complejo y requiere algunos mecanismos bien
regulados (Di Pietro et al, 2003): 1) el reconocimiento de
sefales de la planta, 2) la adhesién a la superficie de la
raiz y la diferenciacion de hifas de penetracion, 3) la
invasion del cortex de la raiz y la degradacion de barreras
fisicas hasta llegar al tejido vascular, 4) adaptacion al
entorno adverso del tejido vegetal, incluyendo Ia
tolerancia a compuestos antifungicos, 5) la proliferacion
de las hifas y produccién de conidios en los vasos del
xilema y, 6) la secrecién de factores de virulencia tales
como enzimas, péptidos o fitotoxinas.

Caracterizacion de factores de transcripcion que
regulen la expresion de genes relacionados con
patogénesis

Para determinar el papel bioldgico de las enzimas liticas
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de paredes vegetales se han construido mutantes
deficientes en diversos genes estructurales, mediante
inactivaciéon génica dirigida (“gene knockout”). Algunos de
los mutantes obtenidos de F. oxysporum deficientes en
determinadas enzimas liticas presentan claras
deficiencias de crecimiento saprofitico en el sustrato
correspondiente a la enzima inactivada, sin embargo
ninguno de ellos ha mostrado alteracion en su virulencia
sobre plantas de tomate (Roncero et al, 2003). Por tanto,
ninguno de los genes analizados es esencial por si mismo
para la patogénesis de la especie. Ello se debe a la
existencia de multiples genes de cada tipo de enzima
(redundancia funcional).

Una alternativa a la anulacion individual de genes
estructurales ha sido el andlisis de factores que regulan la
expresion coordinada de un conjunto de genes implicados
en la interaccion patdgeno-planta. Con ese objetivo
hemos caracterizado a nivel molecular dos factores de
transcripcion del tipo dedo de zinc (XInR y Citf1) que
median la induccion por la planta hospedadora del
conjunto de genes xilanasas y cutinasas,
respectivamente. Otro factor de transcripciéon que hemos
analizado es PacC, que controla la expresion génica en
respuesta al pH ambiental. PacC activa la expresion de
genes “alcalinos” y reprime la de genes “acidos. Los
mutantes portadores de un alelo nulo por interrupcién de
su fase codificante mimetizan condiciones de acidez, y los
portadores de un alelo truncado que determina una
proteina PacC dominante activa, mimetizan condiciones
alcalinas, independientemente del pH ambiental vy
muestran alteraciones en su virulencia (Caracuel et al,
2003a, Caracuel et al, 2003b).

En la actualidad estamos determinando el papel de los
factores de transcripcion Ste12, que actua aguas debajo
de una cascada MAP quinasa, y White Collar 1, que
regula la expresion de genes inducidos por la luz que
intervienen en numerosos procesos celulares, fisiologicos
y del desarrollo tales como los ciclos circadianos, sintesis
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de  pigmentos
esporulacion.

carotenogénicos, fototropismo vy

Biogénesis de la pared celular fungica

Los principales componentes de las paredes celulares
fungicas son polisacaridos, entre ellos la quitina, el
quitosano, el B-glucano y algunas proteinas. Se han
descrito numerosas enzimas sintasas de quitina en
hongos filamentosos, clasificadas en seis clases (I, I, I,
IV, V y VI), pudiendo existir a su vez varios genes
representativos de la misma en una especie determinada.
Mediante mutagénesis al azar mediada por el ADN
transformante, hemos identificado un gen de F.
oxysporum responsable de una sintasa de quitina de
clase V (chsV) que ha resultado ser esencial para la
virulencia del hongo sobre frutos y en infecciones de
raices de tomate (Madrid et al, 2003).

Recientemente hemos identificado cuatro nuevos genes
estructurales responsables de sintasas de quitina,
denominados chs1, chs2, chs3 y chsVb, y un gen
codificante para una chaperona sintasa, chs7. La
caracterizacion fisiolégica, morfolégica y molecular de los
mutantes portadores de cada uno de los alelos deficientes
ha mostrado una pérdida total de virulencia en los
mutantes defectivos AchsVb, una ligera reduccion en la
virulencia de los deficientes Achs2 y ninguna en los
mutantes Achs1 y Achs7 en comparacion con el silvestre
(Martin Urdiroz et al, 2004). Hemos identificado también
un gen, gasl, responsable de una B-1,3-
glucanosiltransferasa implicada en virulencia (Caracuel et
al, 2005).

Identificacion de nuevos factores de Vvirulencia
fuangica sobre plantas y mamiferos

Los hongos infectan a un amplio rango de especies
eucariotas, tanto vegetales como animales. Actualmente,
se desconoce hasta qué punto los mecanismos de
virulencia estan conservados en ambas clases de
hospedadores. Nuestro grupo ha desarrollado el primer
modelo “multihospedador” descrito en hongos, basado en
el patdgeno vascular Fusarium oxysporum. Experimentos
llevados a cabo en colaboracién con el laboratorio del Dr.
J. Guarro de la Universitat Rovira i Virgili, han demostrado
que una cepa de F. oxysporum patégena en tomate es
capaz de causar infecciones sistémicas en ratones
inmunodeprimidos.

De esta manera hemos comprobado que determinados
factores, tal como la MAP quinasa Fmk1, la proteina Gf
Fgb1 o el factor de transcripcion PacC juegan papeles
diferenciales en la infeccibn de ambas clases de
hospedadores (Ortoneda et al, 2004, Prados-Rosales et
al, 2006). Actualmente estamos empleando el modelo
“‘multihospedador” de Fusarium para descubrir genes de
virulencia aun desconocidos, generando mutantes al azar
por insercion de transposones, en colaboracién con la
Dra. M.J. Daboussi de la Universidad Paris-Sud. Este
abordaje ya ha identificado algunos mutantes afectados
en nuevos mecanismos de virulencia.
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Diseccién de una cascada MAP quinasa esencial para
el desarrollo y la patogénesis

La transduccion de sefiales es el primer paso en las
interacciones  entre  microorganismos y plantas.
Actualmente se desconoce la naturaleza de las sefiales
que activan la respuesta patogénica en los hongos.
Nuestro grupo ha identificado en F. oxysporum una
cascada de sefalizacion regulada por una MAP quinasa,
Fmk1, que es esencial para la capacidad de infectar
plantas (Di Pietro et al, 2001). Fmk1 es una MAP quinasa
ortéloga a Kss1 y ERK1, implicadas, respectivamente, en
la diferenciacion de pseudohifas en levaduras y en la
proliferacion celular y el cancer en humanos. La
interrupciéon dirigida del gen fmk1 en F. oxysporum da
lugar a mutantes que estan afectados en multiples
procesos relacionados con la infeccién, tales como la
adhesion a las raices, la secrecion de enzimas liticas o la
capacidad invasora sobre tejido vegetal vivo. Dichos
mutantes son, ademas, incapaces de llevar a cabo el
proceso de fusién vegetativa entre hifas, denominado
anastomosis. Actualmente estamos buscando las sefiales
y los receptores, aun desconocidos, que activan la ruta
MAP quinasa, ademas de los genes efectores cuya
expresion estd controlada por la ruta. Para ello
empleamos diferentes abordajes, tanto de genética
clasica como de genética inversa, de transcriptémica y de
protedmica. Ademas estamos estudiando la activacion
(fosforilacién) de la MAP quinasa mediante analisis
Western, empleando anticuerpos especificos contra la
ERK1 humana. Nuestro objetivo es, entender el
funcionamiento de los componentes de la ruta MAPK en
la percepcion y transduccion de las sefales, asi como
definir su papel en la patogénesis fungica.

Andlisis de las proteinas de la superficie del hongo
implicadas en la interaccion con la planta

El conjunto de nuestros datos apunta a un papel
determinante de proteinas extracelulares o de superficie
en patogénesis. Uno de nuestros objetivos prioritarios es
identificar estas proteinas y definir su papel durante la
infeccion. Para ello hemos iniciado recientemente un
abordaje protedmico en colaboracién con el grupo de la
Dra. Concha Gil de la Universidad Complutense. El
objetivo de esta linea es la identificacién de proteinas
ancladas en la pared o en la membrana del hongo,
algunas de las cuales se expresan diferencialmente en la
estirpe silvestre y el mutante Afmk1, y la caracterizacion
de su papel en los procesos de adhesién, invasion y
virulencia de Fusarium. El andlisis del proteoma de la
superficie del patégeno, en el entorno hongo-raiz durante
el inicio de la infeccion (surfoma) sera de gran relevancia
en el esclarecimiento de los eventos iniciales del proceso
de patogénesis.

Analisis ultra-estructural de las primeras etapas de
infecciéon

Andlisis preliminares del proceso de infeccion de plantulas
de tomate, mediante microscopia electrénica de barrido y
de transmisién llevados a cabo en nuestro laboratorio
sugieren que durante las 24 primeras horas tras la
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infeccidon las esporas de la estirpe silvestre son capaces
de adherirse a la superficie de las raices, germinar y
diferenciar hifas cortas que contornean la superficie de la
raiz buscando puntos de penetracion. 48 horas tras la
infeccion las hifas ya han penetrado en el interior de la
raiz avanzando hacia el xilema radicular bien a través de
los espacios intercelulares o atravesando célula a célula 'y
colonizando todos sus tejidos. Analisis mediante SEM y
TEM de los mutantes defectivos en patogénesis ayudaran
a esclarecer el nivel del proceso de infeccion en el cual
estan interrumpidos.
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