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Resumen

Las especies del género Trichoderma son hongos saprofitos de importancia industrial
para la produccién de enzimas, metabolitos y utilizados ampliamente en la agricultura para
el control biol6gico de hongos fitopatdbgenos. Trichoderma atroviride tiene su genoma
secuenciado y es utilizado como modelo para estudiar su capacidad antagonica, el
metabolismo, la morfogénesis y la interaccion con plantas. Varias herramientas moleculares
han sido establecidas para la manipulacién genética de este hongo con el objetivo de
estudiar las funciones de sus genes; sin embargo, existen limitados marcadores
seleccionables para su transformacion genética. En esta investigacion se caracterizaron

genes que confieren resistencia a nourseotricina, a benomilo y a carboxina.

El gen natl seleccionable con nourseotricina, se cloné en el plasmido pCB1004. Se
estableci6 la técnica de PCR doble unién para realizar una mutacion puntual en el gen tub2
de T. atroviride, cambiando una histidina por una tirosina en la posicion 6 de la beta-tubulina.
También se realiz6 un cambio puntual de la histidina por una leucina en la posicién 243 de
la succinato deshidrogenasa (sdh) que confiere resistencia a carboxina, sin embargo, no se
incluy6 el promotor con el objetivo de que solo las transformantes que integraran el plasmido
por recombinacion homologa fueran capaces de crecer en presencia de carboxina; sin
embargo, no fue posible obtener transformantes resistentes, indicando que es esencial incluir

la regidn promotora a un marcador seleccionable para su funcionalidad en T. atroviride.

La mutacion en el gen tub2 confirié resistencia a benomilo, generando transformantes
estables por la integraron del ADN por recombinacibn homoéloga. La caracterizacion
fenotipica indica diferente resistencia al benomilo en micelio y en espora, sugiriendo una
funcién especifica de desarrollo del gen tub2. El gen natl que codifica para la N-acetil
transferasa confirid resistencia a nourseotricina, pero las transformantes fueron inestables
cuando se crecen sin seleccion, perdiendo resistencia y el plasmido en la primera generacion
de esporas. Se utilizd el vector pBC-NTC para experimentos de complementacion de
mutantes carentes del gen Nik1l que codifica una histidina cinasa y el gen cla4 que codifica
una proteina cinasa MAPKKKK, pero no se tuvo éxito. Con el gen sdh con resistencia a
carboxina no se logré obtener transformantes de Trichoderma, probablemente por la

ausencia del promotor en la construccion.

En conclusion, se implementé el marcador seleccionable heterdlogo natl que

funcion6 con alta eficiencia de transformacion, generando transformantes inestables, y un

12



marcador seleccionable homdlogo tub2 con baja eficiencia de transformacion, pero
generando transformantes estables. Los resultados demuestran el potencial uso de estos

marcadores de seleccion para el andlisis funcional de genes en T. atroviride.
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Abstract

The species of the genus Trichoderma are saprophytic fungi of industrial importance
for the production of enzymes, metabolites and widely used in agriculture for the biological
control of phytopathogenic fungi. Trichoderma atroviride has a sequenced genome and is
used as a model to study its antagonistic capacity, metabolism, morphogenesis, and
interaction with plants. Several molecular tools have been established for the genetic
manipulation of this fungus in order to study gene function, however, there are limited
selectable markers for its genetic transformation. In this research, genes that confer

resistance to nourseothricin, benomyl, and carboxin in T. atroviride were characterized.

The natl gene selectable with nourseotricin was cloned into the plasmid
pCB1004.The double-junction PCR technique was established to perform a point mutation in
the tub2 gene of T. atroviride, changing a histidine to a tyrosine at position 6 of beta-tubulin.
A specific-point change of the histidine was also made for a leucine at position 243 of the
succinate dehydrogenase that confers resistance to carboxin, however, the promoter was not
included with the aim that only the transformants that integrated the plasmid by homologous
recombination were able to grow in the presence of carboxin, however, it was not possible to
obtain resistant transformants, indicating that it is essential to include the promoter region to

a selectable marker for its functionality in T. atroviride.

The mutation in the tub2 gene conferred resistance to benomyl, generating stable
transformants by integration of DNA by homologous recombination. The phenotypic
characterization indicates different resistance to benomyl in mycelium and in spores,
suggesting a specific developmental function of the tub2 gene. The natl gene conferred
resistance to nourseothricin, but the transformants were unstable when grown without
selection, losing resistance and the plasmid in the first spore generation. The vector was
tested for complementation experiments of mutants lacking the nikl gene encoding a
histidine kinase and cla4 gene encoding a MAPKKKK protein kinase, but were unsuccessful.
The sdh gene with resistance to carboxin, it was not possible to obtain Trichoderma

transformants, probably due to the absence of the promoter in the construction.

In conclusion, the heterologous selectable marker natl was implemented, which
worked with high transformation efficiency, but generated unstable transformants, and a
homologous selectable marker tub2 with low transformation efficiency, but generating stable

transformants. The results demonstrate the potential use of these selection markers for the

14



functional analysis of genes related to resistance to nourseothricin and benomyl in T.

atroviride.
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2 INTRODUCCION

Trichoderma es un género de hongos que se distribuye mundialmente y se encuentra
comunmente en el suelo y la rizosfera, actuando como organismos de vida libre. Varias
especies de Trichoderma son de importancia econdémica, debido a que son benéficas para
sus plantas hospederas al promover el crecimiento de estas, estimulando y aumentando la
respuesta inmune, evitando ataques de patdgenos y controlando las enfermedades de las

plantas (Nogueira-Lopez et al., 2019; Hewedy et al., 2020).

Las especies de Trichoderma juegan un papel importante en la inhibicion del
crecimiento de patdégenos gracias a sus diferentes mecanismos de biocontrol como la
antibiosis, micoparasitismo, produccion de compuestos volatiles y no volatiles, produccion
de enzimas hidroliticas y la competencia por nutrientes (Hewedy et al., 2020). Por otro lado,
este género también ha sido un buen modelo para estudiar la regeneracion de las hifas
ocasionado por dafio mecénico (Hernandez-Ofiate et al., 2012) y la esporulacién asexual

inducida por luz azul (Schmoll et al., 2010).

Debido a su aplicacion industrial y la necesidad del estudio de estructura-funcion
génica, existen varios métodos para la manipulacion genética de Trichoderma spp. como
son PEG-CaCl, con protoplastos (Gruber et al., 1990), transformacién mediada por
Agrobacterium (Zeilinger 2004) y transformacion biobalistica (Lorito et al., 1993), siendo la

primera ampliamente usada a nivel mundial.

Por otro lado, los marcadores de seleccion desarrollados para su transformacién en
este género incluyen el gen hph (higromicina fosfotransferasa; resistencia a la higromicina
B) (Mach et al., 1994), nptll (neomicina fosfotransferasa Il, resistencia a la geneticina)
(Gruber et al., 2012), B-tubulina-2 (resistencia a benomilo) (Peterbauer et al., 1992), y el gen

pyrd (complementa la auxotrofia a uracilo) (Calcdneo-Hernandez et al., 2020).

Los métodos disponibles para la ingenieria genética de Trichoderma se limitan a un
namero pequefio de genes marcadores seleccionables. Por lo cual en este proyecto se lleva
a cabo el desarrollo de vectores con nuevos marcadores de seleccion para la especie T.

atroviride y lograr mejorar el estudio de la biologia del hongo.

Se implementaron los marcadores de seleccion natl que codifica para una N-acetil
transferasa y confiere resistencia a la nourseotricina (Zahringer et atl., 1993); alelo tub2 que

codifican para beta-tubulina y confiere resistencia a benomilo (Goldman et al., 1993); y el

16



alelo sdh que codifica para la succinato deshidrogenasa y confiere resistencia a carboxina
(Nogueira-Lopez et al., 2019).

17



4 ANTECEDENTES

4.1 El género Trichoderma

El género Trichoderma comprende mas de 400 especies, cuyo linaje completo es:
dominio Eukaryota; Opisthokonta; Reino Fungi; Dikarya; Divisibn Ascomycota; Subdivision
Pezizomycotina; Clase Sordariomycetes; Subclase Hypocreomycetidae; Orden

Hypocreales; Familia Hypocreaceae (http://www.indexfungorum.org/Names/Names.asp).

Las especies de este género son de distribucion cosmopolita, presentan un crecimiento
filamentoso, comunmente invasivo, con un estilo de vida micoparasitico, que se encuentran
en una gran diversidad de ambientes, encontrandose en el suelo asociado a la raiz de las
plantas y en material vegetal en descomposicién, material fungico, entre otros sustratos;
demostrando asi su gran capacidad saprofita y oportunista, asi como su adaptabilidad a
diferentes ambientes ecoldgicos. Su eficiencia en el uso de nutrientes y su fuerte agresividad
contra hongos fitopatégenos ha sido objetivo de gran investigacion en ciencia basica y

aplicada (Druzhinina et al., 2011; Contreras-Cornejo et al., 2016; Ma et al., 2020).

Debido al pleomorfismo presenta dos estados morfologicos vy fisioldgicos diferentes;
un estado sexual (teleomdérfico) conocido como Hypocrea y un estado asexual (anamérfico)
ampliamente conocido como Trichoderma (Druzhinina et al., 2011). Por convencion
internacional, mediante una encuesta, se acordé utilizar el nombre del género asignado al

estado anamorfo “Trichoderma”.

4.2 Importancia de Trichoderma

Una gran variedad especies de Trichoderma parasitan y antagonizan de forma
eficiente a hongos fitopatbgenos de importancia agronémica (Tyskiewicz et al., 2022).
Ademas, Trichoderma induce la resistencia sistémica de las plantas y promueve el
crecimiento al mejorar la nutricién vegetal. Por lo tanto, su uso en los sistemas de produccion
agricola como agentes de biocontrol ha sido ampliamente documentado (Contreras-Cornejo
etal., 2016) (Tabla 1). Las especies mas utilizadas y estudiadas son T. harzianum, T. virens,
T. atroviride y T. asperellum, T. koningii, T. pseudokoningii, T. longibrachiatum y T.
polysporum (Ma et al., 2020; Tyskiewicz et al., 2022). También, las especies de Trichoderma
tiene una gran aplicacion en la biotecnologia debido a la capacidad de producir antibiéticos

y enzimas de interés biotecnologico.
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Tabla 1. Especies de Trichoderma con potencial para su uso como control

biolégico contra fitopatdgenos.

Trichoderma spp.

Fitopatdégeno

Cultivo hospedero

Referencia

asperellum etc..

T. atroviride, T.

harzianum, T.

Rhizoctonia solani

Cultivo de papa

Papp et al., 2021

asperellum

T. asperellum, T. | Phythophtora Aguacate Andrade-Hoyos et

harzianumy T. capasicii al., 2020

koningiopsis

T. atroviride, T. | Botrytis cinerea Tomate, wuvas Yy | Lietal., 2020

harzianum, T. fresas

asperellum

T. harzianum, T. | Pythium irregulare Cereales Howell et al., 2003

gamsii y T.

afroharzianum

T. harzianum Fusarium spp. Cereales, fresa, | Mironenka et al.,
papa 2021

T. harzianum, T. | Colletotrichum spp | Chile Yadav et al., 2021

T. harzianum

Alternaria alternata

Vegetales y plantas

ornamentales

Roco & Perez 2001

4.3 Capacidad antago6nica de Trichoderma

El uso de algunas especias de Trichoderma como agente de control biolégico es

gracias a su desarrollo como antagonista de fitopatdgenos basandose en la activacion de

mecanismos directos e indirectos. Los mecanismos directos se basan en el micoparasitismo

y en la antibiosis mediante la produccion de metabolitos con actividad antifingica, mientras

gue los indirectos promueven el crecimiento de la planta e inducen los sistemas de defensa

contra hongos fitopatdgenos, asi como también compiten por espacio y nutrientes con otros

hongos (Stracquadanio et al., 2020).
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4.4 Competencia por nutrientes

La competencia por nutrientes esta directamente relacionada con una tasa de
crecimiento rapida en diferentes sustratos y la capacidad invasiva que presentan las
especies del género Trichoderma en sustratos limitados en nutrientes. También se relaciona
la produccién de sideréforos de hierro que generalmente es limitante en el suelo, limitando
la disponibilidad de este micronutriente para el desarrollo de hongos fitopatdégenos. Los
complejos sideréforo — hierro son igualmente utilizables por las plantas, representandose en

mejor crecimiento en los cultivos.

4.5 Antibiosis.

La antibiosis es una interaccién antag6nica que implica la participacion de
compuestos difusibles de bajo peso molecular o antibiéticos que son producidos por las
cepas del género Trichoderma (Benitez et al.,, 2004). Una gran variedad de cepas de
Trichoderma tienen la capacidad de producir compuestos organicos volatiles (COV) y no
volatiles, siendo los mas importantes los policétidos y los peptaiboles (Tyskiewicz et al.,
2022). Se han descrito mas de 370 metabolitos secundarios con fuertes propiedades

antagonicas contra hongos fitopatdgenos.

4.6 Micoparasitismo

El micoparasitismo consiste en que un hongo (micoparasito) ataca directamente a
otro hongo (presa) con el proposito de obtener todos los nutrientes de su presa. La primera
etapa del micoparasitismo, es el reconocimiento a distancia y un crecimiento quimiotrépico
hasta entrar en contacto con el hospedero. Al contacto, las hifas del micoparasito se enrollan
en las hifas del fitopatdgeno, con evidencia clara de degradacién en las zonas de interaccion
y penetracion de las hifas de hospedero y un crecimiento intracelular del micoparasito
(Guzméan-Guzman et al.,, 2019). Trichoderma degrada los componentes celulares del
hospedero mediante la secrecion de enzimas hidroliticas, como quitinasas, glucanasas y
proteasas principalmente. Finalmente, la liberacion enzimética de nutrientes simples y
difusibles, como las hexosas y aminoacidos, son tomados por absorcién en las células del
micoparasito e incorporados al metabolismo centran para sostener el crecimiento y

reproduccion asexual (Figura 1).
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Figura 1. Micoparasitismo de Trichoderma. A. Pasos iniciales de la interaccion entre

Trichoderma y su presa fangica. B. Principales factores y estructuras utilizados por
Trichoderma y sus presas durante la interaccion. ROS: especies reactivas de oxigeno;
CWDE: enzimas degradadoras de la pared celular como proteasas, quitinasas y glucanasas;
SM: metabolitos secundarios. Imagen tomada de
https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PHYTO-07-18-0218-RVW.

4.7 Induccién del sistema de defensa sistémico en plantas

Hasta la fecha se conocen tres tipos de compuestos que inducen resistencia en las
plantas y que son producidos por distintas cepas de Trichoderma; que son las proteinas con
actividad enzimatica, homdlogos de proteinas codificadas por los genes de avirulencia (Avr),
y los oligosacaridos que son liberados de las paredes celulares de plantas u hongos debido

a la actividad enziméatica de Trichoderma (Harman et al., 2004).

En las proteinas con actividad enzimética se encuentran las xilanasas que son
secretadas por varias especies de Trichoderma, estas proteinas inducen las respuestas de
defensa de las plantas y la produccion de etileno. También se ha reportado que algunas
cepas de T. virens producen varias proteinas y péptidos que ayudan en la induccion de la

biosintesis de fitoalexina terpenoide (Fuchs et al., 1989).

En los homdlogos de Avr, los productos proteicos de los genes Avr normalmente
funcionan como elicitores especificos que pueden llegar a inducir respuestas de

hipersensibilidad u otras respuestas relacionadas con la defensa (Baker et al., 1997).

Por ultimo, los oligosacaridos son moléculas que se producen cuando se presentan

interacciones entre Trichoderma, el patégeno vy las raices de las plantas, jugando un papel
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como inductores de la cascada de expresion génica antagbénica en Trichoderma, sin
embargo, también funciona como inductor de mecanismos de defensa en la planta (Zeilinger
et al., 1999).

4.8 Reproduccion de Trichoderma

Las especies de Trichoderma se reproducen y dispersan mediante la produccién de
esporas asexuales (conidios) (Esquivel-Naranjo et al., 2016). El proceso inicia con la
formacioén de hifas aéreas que se diferencian para la formacion de conidioforos ramificados
y la formacién de fialides. En la parte apical de las fidlides se producen los conidios,
comunmente pigmentados con melaninas de color verde y que pueden presentar o no
decoraciones (Mendoza-Mendoza et al., 2007). La aplicacién de Trichoderma en campo para
el control biolégico es a base de formulaciones de conidios. La produccion de conidios
(conidiacién) se desencadena debido a una serie de factores relacionados al estrés, como
la luz, lesion del micelio, disponibilidad de nutrientes y el estado antioxidante (Castellanos et
al., 2010).

4.9 Transformacion genética de T. atroviride

Trichoderma atroviride es usado como un modelo para estudiar la reproduccion
asexual, la respuesta a la luz y dafio, el micoparasitismo, antibiosis y la interaccion endoéfita
con las plantas. Por ende, para poder explorar y expandir las aplicaciones biotecnoldgicas,
industriales y agricolas, se requiere del desarrollo de estrategias genéticas, para realizar

sobre expresion o eliminacion de genes (Zeilinger 2004; Calcaneo-Hernandez et al., 2020).

A lo largo de los afios se han descrito una serie de sistemas de transformacién para
la manipulacion genética de hongos filamentosos, iniciando en 1973 con el primer reporte de
transformacion de Neurospora crassa. (Mishra & Tatum, 1973) En Trichoderma spp. los
principales métodos utilizados para llevar a cabo una transformacién con éxito han sido el
método clasico de polietilenglicol (PEG)-CaCl,, (Herrera-Estrella et al., 1990) la
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens (AMT) (Zeilinger 2004), por
métodos fisicos como electroporacion, ondas de choque y biobalistica (Goldman et al., 1990;
Lorito et al., 1993; Magafia Ortiz et al., 2013).
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El método de transformacion de PEG-CaCl, se utiliz6 por primera vez en
Saccharomyces cerevisiae, pero afios mas tarde se aplico a hongos filamentosos como
Aspergillus nidulans (Tilburn et al., 1983) y Neurospora crassa (Case et al., 1979). Este
método es el mas utilizado, debido a que es de los mas simples y efectivos, y no requiere de
equipo especializado. Los pasos basicos de este método son: la preparacion de protoplastos,
facilitar el ingreso al interior celular del ADN exdgeno y finalmente la regeneracion de

protoplastos.

Los protoplastos se preparan mediante la degradacion de la pared celular por
digestién enzimatica. Las enzimas hidroliticas utilizadas son una mezcla de enzimas
degradadoras de la pared celular (CWDE, Figura 1) de T. harzianum (SIGMA). Para la
captacion de ADN exdgeno se utiliza una solucion que contiene iones de calcio y
estabilizadores osmdéticos. Mediante un choque térmico se abren los canales de la
membrana plasmatica para facilitar la entrada del ADN exdgeno a la célula. Los iones calcio
al tener una carga positiva juegan un papel importante al recubrir y enmascarar la carga
negativa del ADN, para evitar la repulsion por las cabezas de los lipidos que presentan una
carga negativa repulsora al ADN; ya una vez dentro, los iones calcio son neutralizados por
los fosfatos de la membrana que se encuentran del lado citosélico. Ademas, el calcio es
absorbido mas facilmente por la membrana. Debido a que los protoplastos son sensibles a
la presion osmadtica, los estabilizadores osméticos (solucion de sorbitol 0.8 a 1.2 M) ayudan
a mantener una presiobn osmotica estable para lograr mantener la integridad de los
protoplastos. El PEG es otro componente esencial en este paso debido a que mejora la
eficiencia de transformacién, promueve la fusion celular, modificando la permeabilidad de la
membrana y favoreciendo la entrada del ADN. La regeneraciéon de protoplastos es un
proceso clave, donde las células reconstruyen su pared celular y reinician su crecimiento.
Por ultimo, anicamente los protoplastos que incorporaron ADN exdégeno con un marcador de
seleccién funcional pueden desarrollarse y crecer en un medio de cultivo selectivo (Li et al.,
2017) (Figura 2).
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Figura 2. Pasos basicos del método de transformacién por PEG-CaCl,. Primero se

colectan las hifas o las esporas, posteriormente se preparan los protoplastos utilizando
enzimas hidroliticas, con ayuda de un microscopio se va observando la formacion de
protoplastos. Luego se lleva a cabo el filtrado y conteo de protoplastos, la mezcla se trata
con iones de calcio y PEG; por ultimo, se cultivan los protoplastos. Imagen tomada de
https://doi.org/10.1186/s12934-017-0785-7.

4.10 Marcadores de seleccién para T. atroviride

Comunmente, el ADN exdgeno es introducido en las células utilizando plasmidos
como vectores para transformar un organismo. Las transformantes se cultivan en medios
selectivos que permite el crecimiento de las células que incorporaron el vector que porta un
marcador de seleccion. Los marcadores de seleccion utilizados en hongos son genes que
codifican una enzima que inactiva los antibiéticos por una transformacion quimica, variantes
alélicas insensibles a los antibi6ticos y genes del metabolismo central que complementan

una auxotrofia.

Se han desarrollado una serie de marcadores de seleccion para la transformacién de
Trichoderma spp. (Tabla 2), tanto marcadores auxotroficos los cuales requieren de una cepa

parental mutante con una afectacién en una via biosintética para un metabolito esencial,
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como marcadores de resistencia a farmacos, estos tienen una ventaja al no requerir de una
cepa parental especifica (Gruber et al., 2012; Nogueira-Lopez et al., 2019). Estos ultimos
codifican enzimas que inactivan el farmaco por modificacién covalente o representan una

variante alélica que ha sufrido una mutacién en el sitio de interaccion del farmaco.

Tabla 2. Principales marcadores de seleccién utilizados en Trichoderma spp.

Marcador Proteina Resistencia Referencia

hph Higromicina fosfotransferasa | Higromicina B Mach et al 1994.

B-tub B-tubulina Benomilo Goldman et al.,
1993

nptll Neomicina fosfotransferasa | Geneticina Gruber et al., 2012

Il

sdh Succinato deshidrogenasa Carboxina Nogueira-Lopez et
al., 2019

amdS Acetamidasa Acetamida Penttila et al., 1987

arg2 Carbamoil fosfato sintetasa | Auxotrofiaa arginina | Baek & Kenerley
1998

Pyr4 OMP decarboxylase Auxotrofia a uracilo | Calcaneo-
Hernandez et al.,
2020.

4.11 Nourseotricina

La nourseotricina (NTC) es un metabolito producido por la bacteria Streptomyces
noursei, pertenece a la clase de antibioticos de estreptotricina que inhiben la sintesis de
proteinas (Yang et al., 2019). Este antibidtico es utilizado para la seleccidon en una amplia
gama de microorganismos como en la levadura Saccharomyces cerevisiae; y en bacterias
como Burkholderia pseudomallei, Francisella tularensis, entre otros. La resistencia al NTC
se da gracias a una N-acetiltransferasa (NAT) codificada por el gen natl de S. noursei
(Lehman et al., 2016). NAT inactiva al NTC al acetilar el grupo beta-amino del residuo beta-
lisina del NTC (Kochupurakkal & Iglehart (2013).

25



4.12 Benomilo

El benomilo (metil 1-(butilcarbamoil)-2-bencimidazolcarbamato) ha sido utilizado
como fungicida desde hace mas de 20 afios. Este antifingico actia evitando la
polimerizacién de la beta-tubulina y la formacion de microtubulos. La resistencia al benomilo
se da mediante una mutacion en la proteina B-tubulina que interfiere en la unién del fungicida
a la proteina. El benomilo ya ha sido utilizado como marcador de seleccién en Aspergillus
nidulans, Aspergillus flavus, Septoria nodorum, Neurospora crassa, Acremonium

chrysogenum, Septoria nodorum, entre otros (Goldman et al., 1993; Mukherjee et al., 2003).

4.13 Carboxina

La carboxina (5,6-dihidro-2-metil-1,4-oxatiina-3-carboxanilida) es un fungicida
sistémico, actla sobre la cadena respiratoria mitocondrial principalmente sobre el sistema
Succinato-Coenzima Q oxidorreductasa del complejo Il. Este fungicida es utilizado en la
agricultura aplicandose a las semillas antes de la siembra, para evitar el crecimiento de
hongos que causan enfermedades en la semilla y la plantula (Huang et al., 2022). La
carboxina es un inhibidor especifico de la enzima succinato deshidrogenasa (SDH), durante
la respiracion aerébica la SDH se encarga de catalizar la transferencia de electrones desde
el succinato a la quinona. La carboxina al unirse a la enzima SDH evita la transferencia de
electrones, inhibiendo el desarrollo del organismo, sin embargo, una mutacion directa en el
gen sdh le confiere resistencia a la carboxina (Nogueira-Lépez et al., 2019) como ya se ha
descrito en modelos flingicos como son Ustilago maydis (Broomfield & Hargreaves, 1992),

Aspergillus oryzae (Shima et al., 2009) y Coprinopsis cinérea (Kilaru et al., 2009).
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5 JUSTIFICACION

Actualmente el marcador de seleccién mas usado para la transformacién genética de
Trichoderma spp. es el gen de resistencia a higromicina B; sin embargo, para generar dobles
mutantes o0 para complementar mutantes generadas con resistencia a higromicina B se

requiere de la implementacién de otros marcadores con resistencia a antibiéticos.

27



6 HIPOTESIS

La generacion de vectores con nuevos marcadores de seleccion para T. atroviride
mejora el estudio de la biologia de Trichoderma, logrando la eliminaciéon de varios genes
simultdneamente, la localizacién simultdnea de varias proteinas y la complementacion

homologa o heterdloga de cepas mutantes.
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7 OBJETIVOS

1.1. General
Implementar nuevos marcadores de seleccion en T. atroviride para la eliminacion,

complementacion y la expresion de genes.

1.2. Particulares
1.2.1.Disefiar y construir un plasmido que porte el gen natl que confiere resistencia a la
nourseotricina
1.2.2.Disefiar y generar una variante alélica del gen tub2 que confiera resistencia a
benomilo.
1.2.3.Disefar y generar una variante alélica del gen sdh que confiera resistencia carboxina.
1.2.4.Demostrar que el gen natl, tub2 y sdh confieren resistencia a nourseotricina,

benomilo y carboxina, respectivamente, en Trichoderma atroviride.
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9 METODOLOGIA

9.1 Cepasy condiciones de cultivo

Se utilizo la cepa silvestre (WT) de T. atroviride (IMI206040) para la transformacion
genética. Las cepas se propagaron en medio de cultivo Agar Papa-Dextrosa (PDA) a 27°C
en una camara equipada con lamparas de luz blanca. Para la extraccion de ADN las cepas
se cultivaron en Caldo Papa-Dextrosa (PDB) a 27°C con agitacion orbital (150 rpm) durante
72 horas. La cepa DH5a de Escherichia coli fue crecida en medio de cultivo Luria-Bertani
(LB) liquido o sdlido a 37°C durante 16 h, en caso del medio liquido se incub6 con agitacion
orbital (150 rpm). Dependiendo del plasmido, los transformantes de E. coli fueron
seleccionados en LB suplementado con 50 ug/mL de cloranfenicol o ampicilina. Todos los
medios de cultivo utilizados fueron previamente esterilizados en una autoclave a 15 Lb de
presién y 121°C durante 15 minutos. Para el caso de los medios selectivos, el antibiético fue
agregado después de esterilizarlos y dejarlos enfriar. Los medios de cultivo y cepas fueron

manipuladas en una campana de flujo laminar para mantener las condiciones de esterilidad.

9.2 Extraccion de ADN gendémico (ADNg) — Fenol/Cloroformo

Para obtener y purificar el ADNg de T. atroviride, el medio de cultivo PDB se inocul6
con 1X10° conidios por mL y se incubd 48 h a 27°C en agitacion. El micelio se filtré a través
de conos de magitel y congel6 en nitrégeno liquido. Posteriormente, se coloc6 en un mortero
con nitrdgeno liquido (N2) para ser pulverizado con ayuda de un pistilo hasta obtener un polvo
fino blanco, se colocaron 500 pL del polvo en microtubos de 1.5 mL frios. Los tubos se
incubaron en hielo y se les agregaron 600 pL de buffer de urea (7 M Urea, 0.35 M NacCl, 50
mM Tris pH 8.0, 20 mM EDTA y 1 % de N-Lauril Sarcosina) a cada uno. Los tubos fueron
mezclados durante 2 min en vértex y se dejaron reposar 30 min a temperatura ambiente.
Después se les adicionaron 600 pyL de Fenol (50%)- Cloroformo (48%)- Alcohol Isoamilico
(2%), los tubos fueron mezclados en vortex durante 10 min y centrifugados a 10,000 rpm por
10 min. La fase acuosa con los acidos nucleicos fue recuperada y colocada en un microtubo
nuevo, repitiendo nuevamente los pasos anteriores a partir de la adicion de la mezcla de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Para la precipitacion del ADN, se agreg6 1 volumen de

isopropanol por cada volumen del sobrenadante recuperado, se mezclé por inversion hasta
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observarse la formacion de hebras blancas que comprende principalmente el ADNg
insoluble. Los tubos se centrifugaron a 12,000 rpm por 10 minutos, se observo la formacion
de pastilla en el fondo del tubo y se deseché el sobrenadante. Las pastillas se lavaron para
eliminar sales agregando 500 pL de etanol al 70% y se mezclaron en vértex para ser
nuevamente centrifugados a 12,000 rpm por 10 min y desechando el sobrenadante. Se
dejaron secar los tubos abiertos bocabajo sobre una hoja de papel absorbente, y la pastilla
se disolvié en 100 uL de agua grado HPLC con ayuda de un vortex. Por ultimo, se les agreg6

1 UL de RNAsa (10 ug/ml) (Invitrogen) a cada tubo y se incubaron a 37°C durante 20 min.

La cuantificacién del ADNg se realiz6 mediante un Nanodrop; y la integridad del ADNg
se analiz6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%. La muestra de ADN fue
tefiida con bromuro de etidio (10 pg/ml) y se visualiz6 en un fotodocumentador de luz UV
(GelDoc XR+, BIORAD).

9.3 Construccioén del plasmido pBC-NTC con resistencia a Nourseotricina

El gen hph que codifica para el gen de resistencia a higromicina B se eliminé del
plasmido pCB1004 por restriccion con la enzima Hpal (Thermo ScientificTM) que flanquea el
marcador hph (Figura 3). Para evitar la autoligacion del vector vacio al momento de realizar
la ligacién, se desfosforild6 usando la enzima fosfatasa alcalina termosensible FastAP

(Thermo ScientificTM), siguiendo las recomendaciones del proveedor.

El fragmento NTC comprende el gen natl que codifica la nourseotricina acetil
transferasa bajo el control del promotor del gen gpd de Aspergillus nidulans, este gen
confiere resistencia a Nourseotricina en Metarhizium y fue obtenido del plasmido pPK2-NTC
amablemente proporcionado por el Dr. Israel Enrique Padilla Guerrero de la Universidad de
Guanajuato (Padilla-Guerrero y Bidochka, 2017). NTC se cloné en el plasmido pGEM-T easy,
obteniendo el plasmido pGEM-NTC, previamente construido en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular. El marcador NTC se recuperé de pGEM-NTC por restriccion con la
enzima EcoRI (Thermo Scientific™), los fragmentos se resolvieron mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y la banda correspondiente al fragmento NTC de
1.4 kb, se cortd y se purificé usando columnas de purificacion del QIAquick PCR Purification
Kit de (QIAGEN).
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Los extremos cohesivos del marcador NTC se emparejaron usando el fragmento
Klenow de la ADN polimerasa de E. coli (Thermo Scientific™), siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Finalmente, el marcador NTC se ligd en el plasmido
pBC1004, previamente linealizado con Hpal, para reemplazar el marcador de seleccién hph
por el marcador NTC, usando la enzima T4 ADN ligasa (Thermo Scientific™); siguiendo las
recomendaciones del proveedor. El plasmido con NTC se identificé determinando el patron

de restriccion y se nombr6 pBC-NTC.
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Figura 3.
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Plasmido pCB-1004. Este plasmido es usado como un vector integrativo

en hongos. Este contiene el gen hph que codifica la higromicina fosfotransferasa, enzima

gue fosforila e inactiva la higromicina B. CmR, gen de resistencia a cloranfenicol; ori origen

de replicacién; MCS, sitio multiple de clonacion; LacZ, gen que codifica para la -

galactosidasa. Plasmido disefiado en el programa ApE- A plasmid Editor v3.0.9.
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9.4 Preparacion de células de E. coli competentes quimicas para transformar por
choque térmico

Para la produccién de células competentes utilizadas para propagacion de plasmidos,
una colonia de la cepa DH5a de E. coli se picé con un palillo estéril, se inoculé en 3 mL de
medio LB y se incubd toda la noche a 37°C con agitacién orbital constante (160 rpm). El
precultivo se vertié en un matraz con 100 mL de medio LB y se incub6 a 37°C con agitacion
constante hasta alcanzar una ODseo entre 0.3 — 0.6. Una vez alcanzada la densidad de
células requeridas, se coloco el matraz en hielo y se repartieron los 100 mL de cultivo en 2
tubos conicos de 50 mL, manteniéndose incubados en hielo durante 30 min. Posteriormente
las células se concentraron centrifugandose a 1990 rcf a 4 °C por 10 min. El sobrenadante
se descartd y las células se resuspendieron en frio con 1.5 mL de medio 2X YT-CC (NaCl 5
g/L, PEGuaooo, glicerol 100%, MgCl, 1M, pH 7.0) frio y se dejaron en hielo durante 10 min. Por
ultimo, se realizaron alicuotas de 50 yL en microtubos colocandose inmediatamente en N
liguido y se almacenaron a -80°C. Todos los materiales usados fueron previamente

colocados a -20°C.

9.5 Transformacion de E. coli por choque térmico

La transformacion con la ligacion pBC-NTC se llevé a cabo en la bacteria E. coli DH5a
por choque térmico. En un microtubo se mezcl6 10 uL de la ligacién con 40 uL de KCM (100
mM KCI, 30 mM CaCl2, 50 mM MgCI2) y se le adicion6 gentilmente a un vial de 50 yL de
células competentes, para luego dejar incubando en hielo durante 30 min. Posteriormente,
la mezcla se incubd a 42°C por 2 min e inmediatamente después se colocé en hielo durante
2 min. La transformacion se recupero, adicionando 500 uL de medio de cultivo LB liquido,
mezclando 3 veces con la micropipeta e incubando en agitacion durante 1 h. Por ultimo, las
transformantes se sembraron por dispersién en un medio sélido selectivo, conteniendo LB-
cloranfenicol (50 pg/mL), adicionado con 40 pg/mL de IPTG (isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside), un inductor del operén lac que nos permite seleccionar colonias
blancas, y 40 ug/mL del croméforo X-Gal. Los cultivos se incubaron 16-20 h a 37°C. Al control
se le agregd H,O grado HPLC en lugar del inserto (fragmento NTC) al mismo pladsmido

linealizado y desfosforilado.
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Pasado el tiempo de incubacion, con un palillo estéril se picaron colonias blancas y
se colocaron en 3 mL de medio LB liquido suplementado con cloranfenicol (50 ug/mL), y se

incubaron en agitacion orbital constante durante 16 h para su posterior analisis.

9.6 Minipreparaciones de ADN

La extraccion de plasmidos se realiz6 por el método de lisis alcalina.
Minipreparaciones de ADN plasmidico se obtuvieron de colonias que se picaron con palillos
de madera, se inocularon en 3 mL de LB con cloranfenicol o ampicilina y se incubaron a 37°C
por 16 h. 1.5 mL de los cultivos bacterianos se colocaron en microtubos 1.5 mL y se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 1 min para empastillar las células. El sobrenadante se
descart6 y la pastilla bacteriana se resuspendié en 100 yL de solucién P1 (Tris-HCI 50mM
pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0, RNAsa 0.1 ug/mL), mezclando en vértex. Después se
agregaron 150 uL de soluciéon P2 (SDS 10%, NaOH 10N, H,0), se mezclaron por inversion
y se incubaron en hielo por 5 min. Posteriormente se agregaron 200 yL de solucion P3
(Acetato de potasio pH 5.5), se mezcld por inversion y se incubd nuevamente en hielo por 5
min. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 13,000 rpm durante 15 min,
recuperando el sobrenadante en un microtubo nuevo de 1.5 mL y se repitieron nuevamente
los pasos de centrifugacion y recuperacion del sobrenadante. Al sobrenadante se le
agregaron 2 uL de RNAsa (Thermo Scientific™) y se incubé 15 minutos a 37°C. EI ADN se
precipitd agregando 800 uL de etanol absoluto y se incubd a -20°C por 30 min. Al término,
las preparaciones se centrifugaron a 13,500 rpm durante 15 min, se desechd el sobrenadante
y la pastilla se lavé con 200 yL de etanol al 70%, centrifugandose nuevamente a 13,000 rpm
por 5 min. Por Ultimo, se descartd el sobrenadante, se dej6 secar la pastilla colocando los
tubos abiertos bocabajo sobre una hoja de papel absorbente y el ADN se disolvié en 80 puL
de H,O grado HPLC.

9.7 Verificacion del plasmido construido (pBC-NTC) por restriccion
El plasmido se identifico determinando el patrén de restriccion con las endonucleasas
Kpnl, Sall, BamHI, EcoRl, EcoRV, Hindlll, Sacl, Sacll, Xbal y Xhol (Thermo Scientific™),

siguiendo las condiciones de reaccion establecidas por el proveedor.
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Los patrones de los fragmentos de ADN se analizaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 0.8% y fueron tefiidas con bromuro de etidio (10 ug/ml) y se visualizaron en un
fotodocumentador de luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).

9.8 Clonacién del gen cla4 en el plasmido pBC-NTC

9.8.1 Amplificacién del gen cla4 por la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR)

El gen cla4 fue amplificado mediante PCR utilizando los oligonucleétidos N5cla4-F
(5-GTCGCCCCAGTGGTACTGC-3') y N3cla4-R (5'-GTC CGT CCC CTACGC CTG -3’) que
amplifican una banda de 5460 pb. Se utilizé la enzima DreamTaqg DNA Polymerasa (Thermo
Scientific™) y se realizé la mezcla de reaccién de acuerdo a las recomendaciones del
proveedor. Las condiciones del termociclador fueron: 3 min a 95°C, 40 ciclos comprendiendo
tres pasos de 30 s a 95°C, 30 s a 60°C y 6.5 min a 72°C. Por ultimo, las reacciones de PCR
finalizaron a 72°C por 5 min. El amplicon se analiz6 mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 0.8% y las bandas se visualizaron por tincién con bromuro de etidio (10 yg/mL) y

se analizaron en un fotodocumentador con luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).

9.8.2 Clonacion del gen cla4 en el plasmido pGEM-T easy

Con el objetivo de clonar el gen cla4 en el vector pPGEM-T easy (Promega), se realizo
una ligacién del gen con el vector, siguiendo las indicaciones de reaccion del proveedor y
utilizando la enzima T4 DNA Ligasa del kit. La ligacion se incubé a 4°C toda la noche.
Utilizando 5 pL de la ligacion se transformaron células de E. coli DH5a mediante el protocolo
de transformacién por choque térmico y se seleccionaron transformantes en medio LB-
ampicilina (50 pg/mL) adicionado con IPTG/X-Gal para seleccionar colonias blancas. De las
colonias blancas se extrajeron los plasmidos mediante el protocolo de minipreparaciones de
ADN por lisis alcalina y los plasmidos que portaban el gen cla4 se identificaron por restriccion,
primera aproximacién con EcoRI (Thermo Scientific™). A los plasmidos positivos, se
determind el patréon de restriccion utilizando las endonucleasas Pstl, Sall y Hindlll y EcoRl
(Thermo Scientific™). Los fragmentos de las restricciones se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiidas con bromuro de etidio (10 pg/mL) y se

analizaron en un fotodocumentador con luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).
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9.8.3 Clonacién del gen clad4 en pBC-NTC

Una vez identificado los plasmidos de interés, se cortaron los plasmidos pGEM-cla4

y pBC-NTC con la enzima de restriccion EcoRI (Thermo ScientificTM). Para evitar la
autoligacion del vector vacio al momento de realizar la ligacién, se desfosforild6 usando la
enzima fosfatasa alcalina termosensible FastAP (Thermo ScientificTM), siguiendo las

recomendaciones del proveedor.

Los fragmentos se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, las
bandas de interés se cortaron con un bisturi y se purificaron siguiendo el protocolo de las

columnas de purificacion del QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN).

El gen cla4 purificado fue clonado en el plasmido pBC-NTC, utilizando la ligasa T4

(Thermo ScientificTM) y siguiendo las recomendaciones del proveedor. Con 5 uL de la
ligacion, se transformd E. coli por choque térmico. Las transformantes se seleccionaron en
LB-cloranfenicol (50 ug/ml) adicionado con IPTG/X-Gal. De las colonias blancas se

realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico. El plasmido se identificO nuevamente por

restriccion con la enzima EcoRI (Thermo ScientificTM). Finalmente, la integridad de la
secuencia de nucledtidos del gen cla4 se analizé determinando el patron de restriccion con
las endonucleasas EcoRI, EcoRV, Clal, Hindlll, Sacl, Sacll, Sall y Xhol. Los fragmentos de
la restriccion se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiidas con
bromuro de etidio (10 yg/mL) y se analizaron en un fotodocumentador de luz UV (GelDoc
XR+, BIORAD).

9.9 Clonacién del gen nikl en el plasmido pBC-NTC

9.9.1 Amplificacion del gen nikl por la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

Para amplificar el gen nikl se utlizaron los oligonucledtidos cOsl-F
(TCTAGATGTGCGAGTTAGTAGCCTC) y cOsl-R (TCTAGAGCAGAGGAGTATATCGGC)
gue amplifican una banda de 6.3 kb. Para facilitar la clonacién del gen nikl en el plasmido
pBC-NTC, se adicionaron sitios de restriccion Xbal en los extremos 5 de los oligonucleétidos

(nucledtidos subrayados). La amplificacién se realizé utilizando la enzima DreamTaq DNA
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Polymerasa (Thermo ScientificTM). La mezcla de reacciéon se realiz6 de acuerdo a las
recomendaciones del proveedor y las condiciones del termociclador fueron: 3 min a 95°C, 40
ciclos comprendiendo tres pasos de 30 s a 95°C, 30 s a 60°C y 6.5 min a 72°C. Por ultimo,
las reacciones de PCR finalizaron a 72°C por 5 min. El amplicén se analiz6 por electroforesis
en un gel de agarosa al 0.8% y el fragmento se purificd por columnas de purificacién del
QIAquick PCR purification Kit de QIAGEN.

9.9.2 Clonacién de nikl en el plasmido pGEM- Teasy

El gen nikl se clon6 primero en el vector pGEM-Teasy (Promega), siguiendo las
indicaciones del proveedor. Posteriormente, se transformo E. coli por choque térmico y se
seleccionaron las colonias transformantes mediante LB-ampicilina (50 pg/ml) adicionado con

IPTG/X-Gal. Se picaron 5 colonias blancas y se les extrajo el ADN plasmidico por lisis

alcalina y se identificaron por restriccién con EcoRI (Thermo ScientificTM). Finalmente, la
identidad de la secuencia de nucleétidos del gen nikl se analizé determinando el patrén de

restricciéon con las endonucleasas BamHI, EcoRIl, EcoRV, Hindlll, Pstl, Sacl, Xhol y Xbal

(Thermo ScientificTM). Los fragmentos de la restriccion se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefidas con bromuro de etidio (10 ug/mL) y se

analizaron en un fotodocumentador de luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).

9.9.3 Clonacién del gen nikl en pBC-NTC

Una vez identificado el plasmido de interés, se liberd el gen nik1 por restriccion con

la endonucleasa Xbal (Thermo ScientificTM) y el plasmido pBC-NTC fue linearizado con la
misma endonucleasa. Para evitar la autoligacion del vector vacio al momento de realizar la
ligacién, se desfosforilé6 usando la enzima fosfatasa alcalina termosensible FastAP (Thermo

ScientificTM), siguiendo las recomendaciones del proveedor.

Los fragmentos se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%, la
banda se corté con un bisturi y se purificéd siguiendo el protocolo de las columnas de

purificacion del QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). El plasmido se identificé nuevamente

por restriccion con la endonucleasa Xbal (Thermo ScientificTM). El gen nikl purificado fue
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clonado en el plasmido pBC-NTC, utilizando la ligasa T4 (Thermo ScientificTM) y siguiendo
las recomendaciones del proveedor. Con 5 yL de la ligacion, se transformo E. coli por choque
térmico. Las transformantes se seleccionaron en LB-cloranfenicol (50 pg/ml) adicionado con
IPTG/X-Gal. A partir de las colonias blancas se realizaron huevamente minipreparaciones

de ADN plasmidico. El plasmido se identific6 nuevamente por restriccion con la enzima Xbal

(Thermo ScientificTM). Finalmente, la integridad de la secuencia de nucledtidos del gen nikl
se analizé determinando el patrén de restriccion con las endonucleasas BamHI, EcoRV,
Hindlll, Xhol, Sacll y Xbal. Las muestras se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% tefiidas con bromuro de etidio (10 pg/mL) y se analizaron en un
fotodocumentador de luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).

9.10 Construccion del plasmido pGEM-tub2 con resistencia a benomilo

9.10.1 Disefio de oligonucle6tidos para la mutagénesis del gen tub2

Trichoderma tiene en su genoma dos genes (tubl y tub2) que codifican para beta-
tubulina que dimerizan con alfa-tubulina para la formacion de microtibulos. En T. atroviride
una mutacion en el gen tub2 que sustituye una histidina (CAC) por una tirosina (TAC) en el
codon 6, le confiere resistencia a benomilo (Goldman et al., 1993). Para esto se utilizo el
programa bioinformatico Oligo Calc

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) para disefiar 3 pares de

oligonucledtidos (Tabla 3) con base en la secuencia de nucle6tidos obtenida del gen tub2 de
T. atroviride (Figura 4). Los oligonucleétidos BRtub2-F y BRtub2-R son los encargados de
generar la mutacion, se encuentra subrayado el codon y en negrita el nucledtido que genera

el cambio.
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Figura 4. Representacion grafica del gen tub2. La secuencia obtenida de la pagina

web https://genome.jgi.doe.gov/portal/ indica que rio abajo se encuentra el gen con Id: 91244

gue codifica para una proteina transportadora ABC y rio arriba se encuentra el gen con Id:
47789 que codifica para una histona acetiltransferasa. La linea punteada de los
oligonucledtidos BRtub2-F y BRtub2-R indica la eliminacion del intrén. Cada gen y region
intergénica contiene su tamafio en pares de bases. El tamafio de las barras no fue construido

a escala. Imagen realizada en https://www.biorender.com/.

Tabla 3. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para generar un alelo mutante
de tub2 resistente a benomilo. Resaltado en negrita en los oligonucledtidos
BRtub2-F y BRtub2-R se indica la mutacion puntual para cambiar el codén

gue codifica la histidina por el cod6én que codifica la tirosina.

Nombre Secuencia de nucleétidos 5° > 3’ Secuencia blanco
Ptub2-F GCA CAG GAG AGC GTGTTG G Promotor
Ttub2-R CTT GCT ACT CTG ACAGACCGTC Terminador

BRtub2-F | GCG TGA GAT TGT TTA CAT CCA GAC Exon1ly?2
CGG TCAGTGC
BRtub2-R | CGG TCT GGA TGT AAA CAA TCT CAC Exon1ly?2
GCATTT TGA ATG GAG
N5tub2-F CCATCT CTG CCG CGT AGC Promotor anidado
N3tub2-R CAG GGC TAC ACA CAC AAACTT ATG Terminador anidado

9.10.2 Mutagénesis dirigida del gen tub2
Mediante la técnica de PCR se realiz6 la sustitucién de codones mediante el cambio
del nucledtido en los cebadores (Figura 5). Para esto se realiz6 un primer PCR, donde se

realizaron dos reacciones de PCR para la amplificacion de dos fragmentos, donde en la
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reaccion 1 se utilizaron los oligonucleétidos Ptub2-F + BRtub2-R; y en la reaccion 2 los
oligonucledtidos BRtub2-F + Ttub2-R.

En un segundo PCR se fusionaron las dos moléculas utilizando como cebadores y

templado los fragmentos obtenidos en el PCR 1.

Por ultimo, en el tercer PCR, se usé el fragmento fusionado del PCR 2 como
templado, y los oligonucle6tidos anidados N5tub2-F y N3tub2-R; para obtener una mayor
especificidad y concentracién del producto que se obtuvo al fusionar los fragmentos de ADN

del PCR 2. Este amplicon con el gen completo de Tub2 se nombré Tub2c.

En las reacciones de los tres PCRs se utilizé la enzima Tag ADN Polimerasa High
Fidelity (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del proveedor. Las condiciones de las
reacciones en cadena de la polimerasa fueron: 3 min a 95 °C, 35 ciclos comprendiendo tres
pasos de 30 s a 95°C, 30 s a 60°C y 1 min/Kb a 68°C. Las reacciones de PCR se finalizaron
a 68°C por 5 min.

Los fragmentos amplificados (por separado) del PCR1, asi como el producto final del
PCR 3, fueron purificados utilizando columnas de purificacién del QIAquick PCR Purification
Kit de QIAGEN siguiendo el protocolo establecido por el fabricante.

Por otra parte, se realizd la amplificacién del gen tub2 sin promotor pero con la
mutacion, con el fin de obtener un amplicén mas pequefio. Este amplicon se llamé Tub2t, el
cual consiste en una amplificacion del gen utilizando los cebadores BRtub2-R y N3tub2-F,

generando una secuencia del gen sin promotor. La amplificacién se realizé utilizando la

enzima DreamTaq DNA Polymerasa (Thermo ScientificTM). Las condiciones del
termociclador fueron: 3 min a 95°C, 35 ciclos comprendiendo tres pasos de 30 s a 95°C, 30

s a 60°C y 1:40 min a 72°C. Por ultimo, las reacciones de PCR finalizaron a 72°C por 5 min.

Los fragmentos de las reacciones de PCR y purificados fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiidas con bromuro de etidio (10 pg/mL) y se

analizaron en un fotodocumentador con luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).
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Figura 5. Estrategia de mutagenesis puntual del gen tub2. PCR 1, se amplificaron

los extremos 5’ y 3’ del gen tub2, con los oligonucleétidos Ptub2-F + BRtub2-R* y BRtub2-F
+ Ttub2-R, respectivamente; generando la mutacion. PCR 2, se fusionan los fragmentos 5’ y
3’, usando las secuencias de empalme y se elimina el primer intrén. PCR 3, amplificacion del
casete con la mutacion en el gen, usando los oligonucleétidos anidados N5tub2-F y N3tub2-

R. Imagen realizada en https://www.biorender.com/.

9.10.3 Clonacion del gen tub2 en el plasmido pGEM-T easy

El gen tub2 se clon6 en el vector pGEM-T easy (Promega), como fue indicado
anteriormente. De las colonias blancas se extrajeron los plasmidos y se identificaron por
restriccion, primera aproximacion con EcoRI (Thermo Scientific™). A los plasmidos positivos,
se determiné el patron de restriccion utilizando las endonucleasas EcoRV, Pstl, Sacll y Xhol
(Thermo Scientific™). Los fragmentos de las restricciones se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiidas con bromuro de etidio (10 ug/mL) y se

analizaron en un fotodocumentador con luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).
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9.10.4 Construccion de otras versiones del gen tub2 con resistencia a benomilo
Se realizaron dos versiones mas del gen tub2 con la mutacién, con el fin de obtener
fragmentos mas pequenfios. A partir de dos pladsmidos positivos obtenidos de pGEM-T easy-

tub2c (1 y 4), se les realizaron digestiones con las enzimas Pstl y Sacll (Thermo

ScientificTM), respectivamente. Con un bisturi se cortaron las bandas de 4,969 pb del
plasmido 1y 4,794 pb del plasmido 4; eliminando pequefios fragmentos de 279 y 454 pb,
respectivamente. Las bandas se purificaron siguiendo el protocolo de las columnas de
purificacion del QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Por ultimo, se realiz6 una autoligacion

de cada uno de los plasmidos utilizando la enzima T4 DNA Ligasa del kit (Thermo

ScientificTM), los cuales fueron llamados pGEM-Tub2c-1p y pGEM-Tub2c¢-4s.

9.11 Construccion del plasmido pGEM-sdh con resistencia a carboxina
9.11.1 Disefio de oligonucle6tidos para la mutagénesis del gen sdh

El gen sdh codifica la proteina succinato deshidrogenasa del ciclo del &cido citrico y
parte del complejo Il del transporte de electrones, sin embargo, al realizar una mutacion
directa sustituyendo una histidina (CAC) por una leucina (CTC) en el coddn 246 del gen sdh,
le confiere resistencia a carboxina. Para esto se utilizd el programa bioinformatico Oligo Calc

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) para disefiar 3 pares de

oligonucledtidos (Tabla 4) con base en la secuencia de nucleétidos obtenida del gen sdh de
T. atroviride (Figura 6). Los oligonucle6tidos CRsdh-F y CRsdh-R son los encargados de

generar la mutacion.
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Figura 6. Representacion gréafica del gen sdh. La secuencia obtenida de la pagina

web https://genome.jgi.doe.gov/portal/ indica que rio abajo se encuentra el gen con Id:

316609 que codifica para una metilasa de ADN, y rio arriba se encuentra el gen con Id:
238588 que codifica para una proteina asociada a la resistencia a multiples farmacos. Cada
gen y regioén intergénica contiene su tamafio en pares de bases. El tamafio de las barras no

fue construido a escala. Imagen realizada en https://www.biorender.com/.

Tabla 4. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para generar un alelo mutante
de sdh resistente a benomilo. Resaltado en negrita en los oligonucle6tidos
CRsdh-F y CRsdh-R se indica la mutacion puntual para cambiar el codon que

codifica la histidina por el codén que codifica la leucina.

Nombre Secuencia de nucleétidos 5’ > 3’ Secuencia blanco

Psdh-F GAC GAC GAG ACC TGA AGT TGC Promotor
Tsdh-R GTG CTAGCA ACCTTACAAGCC Terminador
N5sdh-F CCATCT CTG CCG CGT AGC Promotor anidado
N3sdh-R CAG CCC GCAACATGATTACAAC Terminador anidado
CRsdh-R GAG GAT GGT GAG GCA ACG GTA CAG

GCT CATC
CRsdh-F GTA CCG TTG CCT CAC CAT CCT CAA

CTG CAC GC

9.11.2 Mutagénesis dirigida del gen sdh
Mediante la técnica de PCR, se realiz6 la sustitucién de codones mediante el cambio
del nucledtido en los cebadores (Figura 7). Para esto se realizé una primera PCR, donde se

realizaron dos PCRs para la amplificacion de 2 fragmentos, donde en el PCR1 se utilizaron
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los oligonucleétidos Psdh-F + CRsdh-R; y en el PCR2 los oligonucle6tidos CRsdh-F + Tsdh-
R.

En el segundo paso se realiz6 otro PCR para la fusidon de moléculas utilizando como

cebadores y templado los fragmentos obtenidos en el paso 1.

Por ultimo, en el tercer paso se realiz6 otro PCR usando el fragmento fusionado como
templado, y los oligonucleétidos anidados N5sdh-F y N3sdh-R; para obtener una mayor
especificidad y concentracién del producto que se obtuvo al fusionar los fragmentos de ADN

en el paso 2.

En las tres reacciones de PCR se utilizé la enzima Taq DNA Polimerasa High Fidelity
(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del proveedor. Las condiciones de las
reacciones en cadena de la polimerasa fueron: 3 min a 95 °C, 35 ciclos comprendiendo tres
pasos de 30 s a 95°C, 30 s a 60°C y 1 min/Kb a 68°C. Las reacciones de PCR se finalizaron
a 68°C por 5 min.

Los fragmentos amplificados (por separado) del paso 1, asi como el producto final de
la PCR del paso 3, fueron purificados utilizando columnas de purificacion del QIAquick PCR
Purification Kit de QIAGEN siguiendo el protocolo establecido por el fabricante.

Los fragmentos de las reacciones de PCR y purificados fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiidas con bromuro de etidio (10 pg/mL) y se

analizaron en un fotodocumentador con luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).
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Figura 7. Estrategia de mutagénesis del gen sdh. PCR 1, se amplificaron los

extremos 5’ y 3’ del gen sdh, con los oligonucleétidos Psdh-F + CRsdh-R* y CRsdh-F + Tsdh-
R, respectivamente; generando la mutacién. PCR 2, se fusionan los frgamentos 5 y 3’,
usando las secuencias de empalme y se elimina el primer intrén. PCR 3, amplificacién del
casete con la mutacién en el gen, usando los oligonucleétidos anidados N5sdh-F y N3sdh-

R. Imagen realizada en https://www.biorender.com/.

9.11.3 Clonacion del gen sdh en el plasmido pGEM-T easy

El gen sdh se cloné en el vector pPGEM-T easy (Promega), como fue indicado
anteriormente. De las colonias blancas se extrajeron los plasmidos y se identificaron por
restriccion, primera aproximacion con EcoRI (Thermo Scientific™). A los plasmidos positivos,

se determiné el patron de restriccion utilizando las endonucleasas Pstl, Xhol y BamHlI
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(Thermo Scientific™). Los fragmentos de las restricciones se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiidas con bromuro de etidio (10 pg/mL) y se

analizaron en un fotodocumentador con luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).

9.12 Determinacion del patrén de restriccion para mapear los genes
Los tamafios de los fragmentos de restriccion con las diferentes endonucleasas se

determinaron usando el software webcutter 2.0 (http://heimanlab.com/cut2.html).

9.13 Disefio de plasmidos
Todas las figuras de los plasmidos fueron disefiadas con ayuda del programa ApE-
A plasmid Editor v3.0.9.

9.14 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria de los antifungicos

Para determinar la concentracion minima inhibitoria se realizé un experimento con
gotas de 5 pL con 10,000 esporas/mL, se utilizé el medio PDA complementado con diferentes
concentraciones de cada antifingico. Para el caso de la nourseotricina se utilizaron
concentraciones de 0, 50, 100, 200, 300, 400, 500 y 600 pg/mL de NTC; este experimento
de sensibilidad fue probado en la cepa silvestre T. atroviride y 3 cepas Acla4. Para la
resistencia a benomilo se probaron concentraciones de 0, 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5y 3 pg/mL
de benomilo; mientras que para la resistencia a carboxina se utilizaron las concentraciones
0, 50, 100, 200, 300 y 400 ug/mL. Estos dos antifungicos fueron probado en las cepas
silvestres T. atroviride y T. asperellum. Se incubaron durante 7 dias a 27°C.

9.15 Transformacion de T. atroviride por el método de Polietilenglicol-CaCl;

Para transformar protoplastos por el método de polietilenglicol-CaCl,, se inocularon
1x108 conidias de T. atroviride en un matraz con 100 mL de medio de cultivo GYEC (1.5 %
de glucosa, 0.3 % de extracto de levadura y 0.5 % de hidrolizado de caseina) y se incubaron
a 27°C en agitacion orbital constante a 160 rpm por 16 h, el tiempo necesario para la
obtencién de germinulas. El micelio se colecto por filtracion a través de un embudo con un

cono de magitel estéril y se lavd con 50 mL de H.O destilada estéril, con ayuda de una
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espatula metalica estéril se recuper6 el micelio y se colocé a una caja Petri tarada y se
pesaron 0.17 g de micelio. ElI micelio se coloc6 en un tubo conico de 50 mL con 7 mL de
solucion osmatica (50 mM CacCl2, 0.5 M manitol y 50 mM MES con pH ajustado a 5.5 con
KOH) y 0.1 g de extracto de enzimas liticas de Trichoderma harzianum (Sigma-Aldrich), para
degradar la pared celular de las germinulas. El micelio se resuspendié mezclando en vértex
y se incubd a temperatura ambiente con agitacion durante 2-3 horas, hasta la formacion de

protoplastos.

Los protoplastos se filtraron usando un cono de magitel estéril, se lavaron con 3 mL
de solucién osmdtica; este volumen se repartié en 5 microtubos y se centrifugaron a 8,000
rpm durante 10 min. La pastilla de protoplastos de cada tubo fue resuspendida en un volumen
minimo de solucion osmética (104 uL a cada tubo), después se juntaron en un solo tubo,
obteniendo un volumen final de 520 pL, se mezclaron y se dividieron en 2 tubos. Los
protoplastos del tubo 1 se mezclaron con 10 ug de plasmido en 40 uL de solucion osmaética.
Los protoplastos del tubo 2 fue utilizado como control donde unicamente se agregaron 40 pL
de solucién osmdética. Después de 20 min de incubacién en hielo, se les agregaron 300 pL
de PEG-6000 al 40% a 42°C y se mezclaron por inversion. Los tubos se dejaron a
temperatura ambiente por 30 min.

El tubo 1 se verti6 en 10 mL de top agar (PDB, 1 M sorbitol y agar bacteriologico al
0.7 %) sobre una caja Petri con PDA selectivo (PDA, nourseotricina (100 pg/ml), benomilo (2
pg/mL) o carboxina (250 pg/mL) y 1 M sorbitol). El tubo 2 se mezcl6 en agar suave y se vertié
en una caja Petri con PDA selectivo para un control negativo y en PDA sin seleccién como
un control positivo para verificar la viabilidad de los protoplastos. Los cultivos se incubaron a

27°C hasta la formacidn de colonias resistentes al antibi6tico, aproximadamente de 4-6 dias.

9.16 Prueba de estabilidad

Las transformantes de T. atroviride fueron seleccionadas en tres cultivos
monosporicos en medio PDA selectivo, con el fin de seleccionar transformantes estables del
hongo y de limpiar el fondo genético (nlUcleos no transformados) para obtener homocariontes
con solo nicleos transformados. A partir del tercer paso, se cortaron colonias y se inocularon

en medio PDA sin seleccién hasta la esporulacién de las cepas. Para seleccionar las
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transformantes estables, se colocaron gotas de 5 pL con 1000 esporas en suspension en
medio PDA adicionado con 0.5% de tritébn X-100 con y sin seleccion, y se incubaron a 27°C
por 3 dias para las pruebas de nourseotricina y 6 dias para las pruebas con benomilo. Los
conidios capaces de germinar y crecer en el medio selectivo son las transformantes estables
gue han integrado el ADN ex6geno en su genoma. Los conidios incapaces de germinar y
crecer corresponden a transformantes inestables que mantienen el plasmido de forma
autoreplicativa bajo seleccién, pero que lo pierden cuando se cultiva en medio de cultivo sin

seleccion.

9.17 Ensayo de segregacion del alelo tub2 resistente a benomilo

Los conidios se cuantificaron en una camara de Neubauer y se generaron tubos con
1000 esporas/mL. Posteriormente, se inocularon 200 uL con 200 esporas en medio PDA +
triton 0.5% sin seleccion y con seleccion (2 pg/mL de benomilo). Los cultivos se incubaron a
27°C durante 3 dias. El porcentaje de segregacion se determina usando la siguiente formula:
%segregacion=(CCS*100)/CSS. CCS corresponde al numero de colonias en el medio de
cultivo selectivo y CSS corresponde al nimero de colonias formadas en el medio de cultivo
sin seleccion.

9.18 Identificacion del plasmido pBC-NTC en T. atroviride por PCR

Para identificar el plasmido en transformantes de T. atroviride se realiz6 un PCR
punto final, utilizando oligonucleétidos especificos para el marcador de seleccion NTC, NTC-
F (GTT AAC GGA CGG ACG CAG AGA GAA G) y NTC-R (GTT AAC TTA GGG GCA GGG
CAT GCT CAT G) que amplifican una banda de 1.4 kb. El programa utilizado fue: 3 min a
95°C, seguido por 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 64°C y 90 s a 72°C; y finalizando con 5
min a 72°C. Por otro lado, se realiz6 una PCR usando los oligonucle6tidos gpd-F
(GCCGATGGTGAGCTCAAGGG) y gpd-R (GGTCGAGGACACGGCGGGA) especificos
para el gen gpd como un control interno. El programa utilizado fue: 3 min a 95°C, seguido
por 30 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s a 60°C y 20 s a 72°C; y finalizando con 5 min a 72°C. La
visualizacion de los fragmentos amplificados se realiz6 mediante electroforesis en gel de

agarosa (1.5%) adicionado con bromuro de etidio (10 yg/mL).
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10 RESULTADOS
10.1 Construccién del pldsmido pBC-NTC

10.1.1 Linealizacion y desfosforilacion del plasmido pCB1004 y obtencion del
fragmento NTC
Con el objetivo de eliminar el gen hph del plasmido pCB1004, se realiz6 una
restriccion con la endonucleasa Hpal. El plasmido lineal con extremos romos se desfosforild
con la enzima Fosfatasa alcalina termosensible FastAP (Thermo Scientific ™). El plasmido
pCB1004 esta formado por 4829 pb, mientras que el gen hph mide 1429 pb; por lo tanto, al
eliminar el gen hph se obtiene el vector linealizado de 3400 pb (Figura 8).

Para obtener el fragmento NTC se utilizé el vector pPGEM-NTC que tiene clonado el
gen natl que confiere resistencia a nourseotricina en hongos. El fragmento NTC se liberé
por restriccién con EcoRlI, obteniendo un fragmento de 1432 pb (Figura 6). Para rellenar los
extremos cohesivos, el fragmento NTC fue tratado con la enzima Klenow Fragment (Thermo
Scientific™) la cual muestra una actividad polimerasa 5’ - 3’, rellenando asi los extremos y

convirtiéndolos en extremos romos.

Todas las manipulaciones de los fragmentos de ADN se analizaron por electroforesis
en geles de agarosa al 0.8%. La figura 8 muestra los tamafios moleculares son los correctos

y se procedi6 a ligar ambas moléculas.
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Figura 8. El vector pCB1004 sin marcador de seleccion y el fragmento NTC. Primer
carril, fragmento lineal del plasmido pCB1004 carente del marcador de seleccion hph con un
tamafio de 3.4 kb. Segundo carril, fragmento de 1432 pb del casete NTC de resistencia a
nourseotricina. EI marcador de peso molecular 1 kb se utilizé como referencia para estimar

los tamafos moleculares de los fragmentos de ADN.

10.1.2 Ligacién del vector con el fragmento NTC

Se realizo la ligacion del vector pBC con el fragmento NTC con la enzima T4 ligasa y
se incub6 a 4°C durante 18 h. Se utiliz6 como control la misma reaccion reemplazando el
fragmento NTC por agua HPLC para verificar que el plasmido haya sido linearizado y
desfosforilado exitosamente, sin realizar la autoligacion. A este pladsmido construido lo
llamaremos pBC-NTC. Posteriormente, se transform6 E. coli, obteniendo Unicamente una

colonia blanca.

10.1.3 Andlisis por restriccion del plasmido construido (pBC-NTC)
El plasmido obtenido fue analizado por medio de un patron de restriccion y los
tamafios moleculares de los fragmentos analizados por electroforesis en gel de agarosa al

0.8%. La orientacién de NTC se determin6 con las enzimas de restriccion Kpnl y Sall, que
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tienen sitios de corte tanto en el polilinker como en el fragmento NTC; asi como BamHlI,
EcoRlI, EcoRV, Hindlll, Sacl, Xbal y Xhol, son enzimas que Unicamente cortan en el sitio de
clonacién multiple, por lo tanto, el plasmido Unicamente se linealiza obteniendo una sola

banda de 4,832 pb, por la suma del fragmento NTC mas el vector (Figura 9).

En las restricciones con Kpnl se obtuvieron dos bandas, una de 1.6 kb y la otra de
3.2 kb, mientras que para Sall se obtuvo una banda de 2 kb y otra de 2.9 kb
aproximadamente. Por lo tanto, el plasmido analizado presenta las bandas con los tamafios
esperados, indicando que la orientacion del gen natl quedd como se observa en la Figura
10. Las endonuclaesas BamHI, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Sacl, Xbal y Xhol solo cortan en el
sitio de multiple clonacion, linearizando el plasmido y obteniendo en todas las restricciones

una banda unica de 4.8 kb que corresponde al tamafio de pBC-NTC (Figura 9) (Tabla 5).

Figura 9. Patron de restricciéon del plasmido pBC-NTC. Plasmido pBC-NTC se cort6
con las diferentes endonucleasas indicadas. Se utilizé el marcador de peso molecular de 1

Kb para estimar los tamafios moleculares.
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Tabla 5. Patrén de restriccién del plasmido pBC-NTC. Se muestran los sitios de

corte en el gen y el vector de cada endonucleasa; asi como las bandas esperadas.

Enzima | Sitio de corte | Sitio de corte en Bandas Bandas
en el gen (pb) el vector (pb) esperadas (kb) | esperadas (kb)
> <

Kpnl 887 657 18,29 15,33

Sall 495 674 15,33 19,29
BamHI No corta 719 4.8 4.8

EcoRl No corta 701 4.8 4.8

EcoRV No corta 697 4.8 4.8

Hindlll No corta 689 4.8 4.8

Sacl No corta 759 4.8 4.8

Sacll No corta 750 4.8 4.8

Xbal No corta 731 4.8 4.8

Xhol No corta 668 4.8 4.8
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Plasmido pBC-NTC con resistencia a nourseotricina. Este plasmido

contiene el gen natl que codifica la nourseotricina acetil transferasa, que confiere resistencia

a la nourseotricina; CmR, gen de resistencia a cloranfenicol; ori, origen de replicacién; MCS,

sitio de multiple clonacion; LacZ, codifica para la B-galactosidasa; f1 Ori, origen de replicacion

del bacteri6fago f1. Plasmido disefiado en el programa ApE- A plasmid Editor v3.0.9.
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10.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de NTC

Para seleccionar las transformantes de T. atroviride utilizando el plasmido pBC-NTC,
primero se realizé un ensayo para determinar la concentracion minima inhibitoria. Se inoculé
la cepa silvestre y las cepas mutantes Acla4-16, Acla4-19 y Acla4-23 que tienen resistencia
a higromicina B, fueron consideradas para probar la funcionalidad del plasmido pBC-NTC
para la complementacion de mutantes. Todas las cepas se ven afectadas desde la
concentracion de 50 ug/mL (Figura 11), sin embargo, es mas significativo en la cepa silvestre.
En 100 ug/mL practicamente la cepa silvestre y la Acla4-16 ya no crecen. Por lo tanto, se
consider6 la concentracion de 150 pg/mL para seleccionar colonias transformadas

resistentes a nourseotricina.

0 50 100 200 300 Hg/mL NTC

Aclad-16

Adad-19 Aclad-23

Figura1l. Concentracién minima inhibitoria de la nourseotricina. Se utiliz6 medio
PDA y se colocaron gotas de 5 pyL con 10 millones de esporas/mL. Se incubaron a 27°C

durante 7 dias. Abajo se muestra la plantilla que indica el nombre de la cepa cada gota.

10.3 Transformacién de T. atroviride con el plasmido pBC-NTC por el método de PEG-
CaCl;

Para determinar la funcionalidad del plasmido pBC-NTC, se transformd T. atroviride

y se obtuvieron un total de 307 transformantes resistentes a NTC (Figura 12). El control

positivo mostré una alta viabilidad de los protoplastos y la ausencia de colonias resistentes

a NTC en el control negativo indica que, la resistencia al NTC esta directamente asociada a
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la presencia del plasmido pBC-NTC. Estos resultados muestran evidencia contundente sobre
la funcién del marcador de seleccion NTC, indicando que el promotor del gen gpd de A.
nidulans es funcional en T. atroviride, expresando la regién codificante del gen natl que

codifica una enzima funcional que inactiva la nourseotricina.

Control + Contro - Transformantes T. atroviride pBC-NTC

Figura 12.  Transformantes de T. atroviride resistentes a NTC. Control positivo, los
protoplastos se inocularon en PDA adicionado con 1M de sorbitol sin antibiético, para
observar la viabilidad al final de la manipulacién. Control negativo, los protoplastos sometidos
al mismo proceso de transformacioén sin plasmido, cultivados en medio selectivo (PDA +1 M
sorbitol + nourseotricina 150 ug/mL). Transformantes, los protoplastos transformados con

pBC-NTC y cultivados en medio selectivo. Los cultivos se incubaron a 27°C durante 6 dias.

10.3.1 Estabilidad de transformantes resistentes a NTC

Un fenédmeno comun en la transformacién de T. atroviride es la generacion de
transformantes inestables cuando el ADN exdgeno no tiene homologia a su genoma. Las
transformantes cultivadas en un medio sin seleccion pierden el plasmido desde la primera
generacién de esporas. Por otro lado, las transformantes estables integran el plasmido en
su genoma solo por recombinacion homoéloga, manteniendo la resistencia a través de las
generaciones obtenidas sin seleccion (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 2020). Se
analizaron 9 colonias transformantes, seleccionadas por resistencia a nourseotricina durante
tres cultivos monospdricos; sin embargo, debido a la inestabilidad se perdieron dos colonias
durante el proceso. Posteriormente, al realizarles una prueba de estabilidad a las 7 colonias
restantes del tercer paso monosporico, estas crecieron Unicamente en PDA, pero no en PDA
con seleccion (datos no mostrados). Indicando que las 7 colonias analizadas perdieron el

plasmido al ser cultivadas previamente en un medio de PDA sin seleccion.
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10.4 Identificacién del plasmido pBC-NTC en T. atroviride por PCR

Con el propoésito de determinar la presencia de la construccion plasmidica en las
transformantes con resistencia a NTC, se utilizO el ADNg de las 7 transformantes
seleccionadas y se amplific6 el marcador de seleccion NTC, el gen natl. Se realizé la
amplificacion del gen gpd como un control interno de las transformantes. Como control
negativo se utilizé el ADNg de la cepa silvestre, y como control positivo el plasmido pBC-
NTC. En todas las muestras se amplific6 una banda de aproximadamente 250 pb,
correspondiente al gen gpd (Figura 13B), excepto en el plasmido, indicando que la calidad
del ADN es apropiada para detectar los genes de interés. Para determinar la presencia del
plasmido pBC-NTC, se realizaron reacciones de PCR usando oligonucleétidos especificos
para el gen natl. En todas las muestras de ADN de las transformantes crecidas en un medio
con seleccion (PDA con NTC) se amplificé una banda correspondiente al gen natl; mientras
gue las crecidas en medio sin seleccion (s6lo PDA), no se amplificé el gen (Figura 13A).
Como fue descrito previamente por Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 2020, los plasmidos
sin homologia al genoma de Trichoderma no se integran, generando transformantes
inestables que propagan el plasmido cuando las transformantes se mantienen bajo presion
selectiva, pero pierden rapidamente el plasmido cuando se cultivan en un medio sin
seleccidn, consecuentemente se vuelven sensibles al antibiético. Estos resultados
moleculares relacionan directamente la resistencia a nourseotricina con la presencia del gen
natl, indicando, ademas, que la region regulatoria del gen gpd es funcionalmente

intercambiable entre Aspergillus y Trichoderma.
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B Con seleccién Sin seleccién g

Figura 13. Identificacion del plasmido pBC-NTC. A. Amplificacion del gen natl (1.4 Kb)
por PCR. B. Amplificacion del gen gpd. Para estimar los tamafios moleculares de los

fragmentos se utilizé el marcador de peso molecular de 1 kb.

10.5 Construccion del plasmido pBC-NTC con nikl

10.5.1 Clonacién de nikl en pGEM-T easy

El gen nikl se amplific6 mediante PCR, obteniendo una banda de 6,310 pb (Figura
14A) que corresponde al tamafio esperado. El gen nikl se cloné en el plasmido comercial
pPpGEM-T easy. Para identificar plasmidos recombinantes, minipreparaciones plasmidicas de
colonias blancas se analizaron por restricciéon con la endonucleasa EcoRI, cortando en
ambos lados del sitio de clonacion del vector y el gen en la posicion 3,964 pb y 4,624 pb. Por
lo tanto, el plasmido que porta nik1l debe mostrar 4 bandas; 1) 3,000 Kb; 2) 3,964; 3) 660 pb;
y 4) 1,686 pb. Unicamente el plasmido 3 mostré el patron de restriccion esperado (Figura
14B). A partir del plasmido 3 se realizd un patron de restriccion con las endonucleasas
BamHI, EcoRI, EcoRV, Hindlll, Pstl, Sacl, Xhol y Xbal (Figura 14C) (Tabla 6). El patrén de
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restriccion de pGEM-T easy-nik1-3 coincide con las bandas esperadas, indicando que tienen

clonado el gen nikl en la orientacion indicada en la figura 15.

B
= 6.3Kb
+—~34Kb

+—~ 1.7Kb

+—~0.6 Kb

250 pb

Figura14. Clonacion del gen nikl en el plasmido pGEM t-easy. A. Amplificacién de
nikl (6.3 kb) por PCR. B. Identificacion por restriccion con EcoRI de un plasmido de pGEM
t-easy con nikl. C. Patron de restriccion de pGEM-nik1-3 utilizando las endonucleasas que
se mencionan en la figura. Para estimar los tamafios moleculares de los fragmentos se utilizé

el marcador de peso molecular de 1 kb.
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Tabla 6. Tamario de fragmentos esperados del patrén de restriccion del plasmido

pPpGEM-T easy-nik1l. Se muestran los sitios de corte en el gen y el vector de cada

endonucleasa; asi como los tamafios teéricos de los fragmentos de restriccion.

Enzima Sitios de Sitio de corte Bandas Bandas
corte en gen en el vector esperadas esperadas
(kb) (pb) (kb) (kb)
> <
BamHI 1.3 No corta 9.3 9.3
EcoRI 3.9,4.6 52,70 0.6,1.7,3,4 0.6,1.7,3,4
EcoRV 41,59 No corta 18,75 1.8,7.5
Hindlll 3.8,6 No corta 22,71 22,71
Pstl 2.8 88 29,64 34,59
Sacl 1.3,3.6,3.8 109 1.4, 2.2, 0.2, ] 2.4, 0.2, 2.2,
5.4 4.4
Xhol 0.7,15,2,5.6 No corta 0.8, 0.5, 3.6, | 0.8, 0.5, 3.6,
4.3 4.3
Xbal 1,6.3 No corta 3,6.3 3,6.3
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Figura 15.  Vector de clonacién pGEM-T easy con el gen nikl. Este plasmido contiene
el gen clonado de nikl; AmpR, gen de resistencia a ampicilina; ori, origen de replicacion;
MCS, sitio de multiple clonacién; LacZ, codifica para la -galactosidasa; f1 Ori, origen de
replicacion del bacteriéfago f1. Plasmido disefiado en el programa ApE- A plasmid Editor
v3.0.9.

10.5.2 Clonacion de nikl en pBC-NTC
Para construir este plasmido, el gen nikl se liber6 por restriccion con Xbal del
plasmido pGEM-T easy-nik1-3 y el plasmido pBC-NTC (Figura 10) se linealizé con la misma

enzima. 12 colonias blancas resistentes a cloranfenicol se analizaron por restriccion con la
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endonucleasa EcoRI (Figura 16). Debido a que existen dos posibles orientaciones del gen al
insertarse en el vector, se esperarian dos diferentes patrones de bandas al cortarlo con
EcoRI (Tabla 7). Tomando como referencia la direccién de LacZ, la orientacion en sentido
(=) generaré tres fragmentos de restriccion de 8.7, 1.7 y 0.66 kb. La direccion antisentido
(€) genera fragmentos de 6.5, 3.9 y 0. 66 Kb. Se identificaron 5 plasmidos que portan el gen
nik1, el plasmido 1y 9 portan el gen en orientacioén sentido (=), mientras que los plasmidos
2, 3y 8 pertenecen a la direccién antisentido (<) (Figura 16). Posteriormente, se determiné
un patron de restriccion de los plasmidos pBC-NTC-nik1-1, 3, 8 y 9 con las endonucleasas
BamHlI, EcoRV, Hindlll, Xhol, Sacll y Xbal (Figura 17). El patron de bandas coincide con el
esperado para todos los patrones de bandas generados con las diferentes endonucleasas,
indicando que el plasmido pBC-NTC porta el gen nikl en ambas direcciones. La clonacion
del gen nikl en pBC-NTC qued6 como se muestra en la figura 18, correspondiente al
plasmido pBC-NTC-nik1-9, el cual fue utilizado para experimentos posteriores. Con el
plasmido pBC-NTC que porta el gen nikl se transformé una cepa mutante Anikl, obteniendo
crecimiento en el control negativo sin plasmido similar a la transformacion donde se incluy6
el plasmido. El experimento se repitié incrementando la concentracion a 200 pug/mL de NTC

e higromicina B, pero los resultados fueron similares.
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Figura 16.  Restriccion con EcoRI del plasmido pBC-NTC-nik1. Andlisis por restriccion
con la endonucleasa EcoRI de los 12 plasmidos extraidos. Para estimar los tamafios

moleculares de los fragmentos se utilizé el marcador de peso molecular de 1kb.

pBC-NTC-nik1-1 pBC-NTC-nik1-3 pBC-NTC-nik1-8 __pBC-NTC-nik1-9

SREREREREEEIRERERER R RR R

Figura 17. Patrén de restricciéon del plasmido pBC-NTC-nik1. Analisis por restriccion
de los plasmidos pBC-NTC-nik1-1,3,8 y 9 utilizando las endonucleasas que se mencionan

en la figura. Para estimar los tamafios moleculares de los fragmentos se utilizé el marcador

de peso molecular de 1kb.
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Tabla 7. Patréon de restriccion del plasmido pBC-NTC-nik1l. Se muestran los sitios

de corte en el gen y el vector de cada endonucleasa; asi como las bandas

esperadas.
Enzima Sitios de Sitio de corte Bandas Bandas
corte en gen en el vector esperadas esperadas
(kb) (pb) (kb) (kb)
2> <
BamHI 1.3 719 5 6.1 1.3,9.8
EcoRV 41,5.9 697 1.8,0.368,8.9 | 1.8,4.1,5.2
Hindlll 3.8,6 689 2.2,0.270,8.6 | 2.2,3.8,5.1
Xhol 0.680, 1.5, 2, |668 0.828, 0.559, | 0.680, 0.828,
5.6 3.6,0.651,5.5 | 0.559,3.9,54
Sacll 4.7 750 4.7,6.4 16,95
Xbal No corta 731 4.8,6.3 4.8,6.3
EcoRI 41y4.8 701 8.7,1.7,0.66 6.5, 3.9, 0. 66

64



lacZa
668 Xhal (5)
689 Hindlll (3)

nat1 E—
y 1413 Xhol (5)
2030 BamHI (2)

2091 Sacl ()
2241 Xhol (5)

pBC-NTC-nik1 |

I ‘ I*asnnxmus:
11172 bp ]

Iacza ’ II \
7065 Sacl (4)

4332 Sacl 4)

— 4556 Hindlll (3)
S 4592 Sacl (4)
@ 4697 EcoRl (3)
| 4853 EcoRV (3)
6773 Hindlll (3)
ot 5357 EcoRI (3)
5431 Sacll (2)
6392 Xhol (5)

Figura 18. Plasmido pBC-NTC-nik1. Este plasmido contiene el gen clonado de nik1; gen
natl que codifica la nourseotricina acetil transferasa, que confiere resistencia a la
nourseotricina; CmR, gen de resistencia a cloranfenicol; ori, origen de replicacién; MCS, sitio
de multiple clonacién; LacZ, codifica para la B-galactosidasa; f1 Ori, origen de replicacion del

bacteri6fago f1. Plasmido disefiado en el programa ApE- A plasmid Editor v3.0.9.
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10.6 Construccion del pldsmido pBC-NTC con cla4
10.6.1 Clonacién de cla4 en pGEM-T easy

El gen cla4 que codifica una proteina cinasa MAPKKKK se amplific6 de igual manera
mediante PCR usando como templado el ADNg de T. atroviride. Se analiz6 por electroforesis
y se observé una banda de 5,460 pb (Figura 19A), que corresponde al tamafio esperado.
Posteriormente el gen cla4 se cloné en el plasmido comercial pGEM-T easy (Promega), con
5 pL de ligacion, se obtuvieron 17 colonias, a las cuales se les hizo extraccion de ADN
plasmidico. Para identificar plasmidos recombinantes, se analizaron mediante una restriccion
con EcoRl, liberando 2 bandas: 1) 3 Kb que corresponde al vector y 2) 5.4 Kb que
corresponde al gen (Figura 19B). Con estos datos se determina que 5 plasmidos de los 17
analizados, corresponden al patron esperado. Los plasmidos obtenidos fueron pGEM-T
easy-clad-1, 4, 11, 15 y 17; los cuales fueron analizados mediante un patrén de restriccion
mas amplio con las endonucleasas Pstl, Sall, Hindlll y EcoRI (Figura 20) (Tabla 8). El patron
de restriccion de los 5 plasmidos obtenidos coincide con las bandas esperadas, y se
determina que el gen cla4 se insertd en el plasmido pGEM-T easy en ambas direcciones.
Los plasmidos 1, 4, 11y 15 portan el gen cla4 en sentido, mientras que el plasmido 17 porta
al gen cla4 en direccion antisentido tomando como referencia la direccion de LacZ (Figura
21).
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Figura19. Clonacién del gen cla4. A. Amplificacion de cla4 (5.4 kb) por PCR. B.

Identificacion por restriccion con EcoRI de 17 plasmidos de pGEM t-easy con cla4. Para
estimar los tamafios moleculares de los fragmentos se utilizé el marcador de peso molecular
de 1 kb.

pGEM-T easy-cla4-1 pGEM-T easy-clad-4 pGEM-T easy-clad-11 pGEM-T easy-clad-15 pGEM-T easy-clad4-17
= g = g = g = =
s = s = s = B -~ TRl =
'BEEEEEEEREREETEREEEREREEE R
10 kb g P : ' .
ggt‘. . H""“ T ' - .
—f - - -
4kb ma M ™ o ' pos. ' - A - -
33%:.. ..- : H = ‘.l I N
25k M b - - L] .-
2kb v . LY -
15kb ¢ e ] s ﬂ
3 e = T =
1kb gy ot e o ‘ :
750 pb - .
500pb
(5]
250 pb x :
e s+ e St il i PP NS S——_————Y Y -

Figura 20. Patrén de restriccién de los plasmidos pGEM-T easy-cla4. Analisis por
restriccion de los plasmidos pGEM-T easy-cla4-1, 4, 11, 15y 17 utilizando las endonucleasas
gue se mencionan en la figura. Para estimar los tamafios moleculares de los fragmentos se

utilizé el marcador de peso molecular de 1kb.

67



Tabla 8. Patron de restriccion del plasmido pGEM-T easy-cla4. Se muestran los

sitios de corte en el gen y el vector de cada endonucleasa; asi como las bandas

esperadas.
Enzima Sitios de Sitio de Bandas Bandas
corte en gen corte en el esperadas (kb) | esperadas (kb)
(kb) vector (pb) 5 <
Pstl 5.1 88 33,51 8.1, 0.327
Sall 1.2,2.8,3.7 90 0.954, 1.2, 15, | 4.2, 1.7, 0.954,
4.7 15
Hindlll 3.4,3.8 No corta 0.418,5 0.418,5
EcoRlI No corta 70, 52 3,54 3,54

68



lacZa 58 EcoRl (4)
|

1330 Sall (4)

pGEM-T easy-cla4

8694 bp

\ 2861 Sall (4)

'cla4
5769 Sall (4)
5763 Pstl (2)
3471 Hindlll (2)
5743 EcoRl (4)

3815 Sall (4)
5192 Pstl (2)

3889 Hindlll (2)

Figura21. Vector de clonacion pGEM-T easy con cla4. Este plasmido contiene
clonado el gen cla4; AmpR, gen de resistencia a ampicilina; ori, origen de replicacion; MCS,
sitio de multiple clonacién; LacZ, codifica para la B-galactosidasa. Plasmido disefiado en el

programa ApE- A plasmid Editor v3.0.9.

10.6.2 Clonacion de cla4 en pBC-NTC
Para construir el plasmido pBC-NTC-cla4, el gen cla4 se liber6 mediante una
restriccion con EcoRlI del plasmido pGEM-T easy-cla4-15y el plasmido pBC-NTC se linealiz

con la misma enzima. Los fragmentos (cla4 y pBC-NTC) se ligaron y se transformé E. coli.
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Se obtuvo Unicamente una colonia blanca resistente a cloranfenicol, la cual fue analizada
mediante un patrén de restriccion con las endonucleasas EcoRlI, EcoRV, Clal, Hindlll, Sacl,
Sacll, Sall y Xhol (Figura 22) (Tabla 9). De acuerdo con las bandas que se generaron, Si
corresponden al patrén de restriccion esperado, indicando que el plasmido pBC-NTC si porta
el gen cla4 en direccion sentido al gen lacZ (Figura 23). Con el plasmido pBC-NTC que porta
el gen clad se transform6 una cepa mutante Acla4, obteniendo crecimiento en el control
negativo sin plasmido similar a la transformacion donde se incluyé el plasmido. El
experimento se repitié incrementando la concentraciéon a 200 pg/mL de NTC e higromicina
B, pero los resultados fueron similares. Dado esta problematica y el costo del antibiético se
decidio continuar con la caracterizacion del alelo tub2 resistente a benomilo.

i

Sad
Sad|
Salf

Xhol
EcoR

3

1kb
750 pb

500 pb

250 pb

Figura 22. Patrén de restriccion de pBC-NTC-clad. En el andlisis por restriccion se
utilizaron las endonucleasas que se mencionan en la figura. Para estimar los tamafios

moleculares de los fragmentos se utilizé el marcador de peso molecular de 1 kb.
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Tabla 9. Patréon de restriccion del plasmido pBC-NTC-cla4. Se muestran los sitios

de corte en el gen y el vector de cada endonucleasa; asi como las bandas

esperadas.
Enzima Sitios de corte Sitio de corte en Bandas Bandas
en gen (kb) el vector (pb) esperadas esperadas
(kb) (kb)
> <
EcoRl No corta 701 48,54 48,54
EcoRV 1.4,35,4.1,43 | 697 0.2, 05, 1.1,]0.2, 05, 15,
2.1,6.3 2.1,5.9
Clal 2.4 684 10.2 10.2
Hindlll 3.4,3.8 689 0.4,1.6,8.2 0.4,34,64
Sacl 2.6 759 2.6,7.6 28,74
Sacll 0.112,2.6 750 0.1,25,7.6 2.5,28,49
Sall 1.2,2.8,3.7 674 1,15,1.7,6 1,1.3,15,65
Xhol 4.2 668 1.2,9 42,6
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Figura 23.

lacZa
668 Xhol (2)
4 Sall (5)

Clal (1)
Hindlll (3)
EcoRV (6)
1 EcoRl (2)

T 815 Sadll (3)
9246 Sall (5)
/ pBC_NTC_ 1973 Sall (5)
, |a4 2178 EcoRV (6)
N C

\ 10547 bp

| 3326 Sacll (3)
| 13504 Sall (5)
6440 Sacl (2) cas
6432 Sacll ) 4114 Hindlll (3)
4284 EcoRV (6)
6386 EcoRl (2) 4458 Sall (5)
6277 EcoRV (6) 4532 Hindlll (3)
4843 EcoRV (6)
4912 Xhol (2)
5030 EcoRV (6)

Plasmido pBC-NTC-cla4. Este plasmido contiene el gen cla4; gen natl que

codifica la nourseotricina acetil transferasa; CmR, gen de resistencia a cloranfenicol; ori,

origen de replicacion; MCS, sitio de mdltiple clonacion; LacZ, codifica para la B-

galactosidasa; f1 Ori, origen de replicacion del bacteriéfago f1. Plasmido disefiado en el

programa ApE- A plasmid Editor v3.0.9.
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10.7 Construccion del pldsmido pGEM-tub2 con resistencia a benomilo
10.7.1 Mutagénesis del gen tub2

La mayoria de los hongos tienen dos genes que codifican para beta-tubulina (tubl y
tub2) y uno que codifica para la alfa-tubulina, ambas son importantes para la formacién de
microtubulos. En T. atroviride se identificd una mutacion puntual en el gen tub2 que confiere
resistencia a benomilo, provocando un cambio de una His por una Tyr en la posicién 6
(Goldman et al., 1993). Para realizar la mutacion del gen tub2 de T. atroviride, se disefiaron
oligonucledtidos para generar la mutacion del gen y se utilizé la técnica de PCR doble unién
como se indica en el apartado de metodologia. Usando oligonucleétidos especificos, en el
primer paso se amplificaron 740 pb (Ptub2-F y BRtub2-R), y 1.7 Kb (BRtub2-F y Ttub2-R)
(Figura 24A). En el segundo paso, se fusionaron los dos fragmentos para obtener tub2c con
la mutacién. Finalmente, en el tercer paso se amplificé una banda de 2.2 Kb que corresponde
al tamafio tedrico usando los oligonucle6tidos anidados (N5tub2-F y N3tub2-R), aumentando

asi la concentracion y especificidad del gen (Figura 24B).

Por otro lado, en la amplificacion del gen tub2 sin promotor (tub2t) se obtuvo una
secuencia de 1.6 Kb (BRtub2-F y N3tub2-R) (Figura 24B).
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1.7 Kb

740 pb

Figura24. Generacion del alelo del gen tub2 con la mutacién que confiere
resistencia a benomilo. A. PCR1. Bandas amplificadas usando los cebadores Ptub2-F y
BRtub2-R de 740 pb; y BRtub2-F y Ttub2-R de 1.7 Kb. B. PCR3. Amplicén del gen tub2 con
la mutacién usando los cebadores N5tub2-F y N3tub2-R de 2.2 Kb (fragmentos fusionados
del PCR2); y amplicon del gen tub2 usando los cebadores BRtub2-F y N3tub2-R de 1.6 Kb.
Para estimar los tamafios moleculares de los fragmentos se utiliz6 el marcador de peso

molecular de 1 kb.

10.7.2 Clonacion de tub2c y tub2t en el plasmido pGEM-T easy
El gen tub2 con la mutacién en sus dos versiones (tub2c y tub2t) se clonaron en el

plasmido comercial pPGEM-T easy (Promega).

Para identificar plasmidos recombinantes, se obtuvieron minipreparaciones de ADN
plasmidico de colonias blancas resistentes a ampicilina. En la primera aproximacion, se
realizaron restricciones con la endonucleasa EcoRI, cortando en ambos lados del sitio de
clonacién del vector y el gen en la posicién 1239 para pGEM-tub2c y en la 592 para pGEM-
tub2t. Por lo tanto, el plasmido que porta tub2c o tub2t debe mostrar 3 bandas. En el caso
de pGEM-tub2c se esperan 1) 1.2 Kb; 2) 1 Kb; y 3) 3 Kb. Mientras que para pGEM-tub2t se
esperan 1) 592 pb; 2) 1 Kb; y 3) 3 Kb.
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Los plasmidos pGEM-tub2c 1, 4, 5, 6 y 7 (Figura 25A), y los plasmidos pGEM-tub2t
1,2,3,4,5,7,8,10, 11y 12 (Figura 27) mostraron el patron de bandas esperado para EcoRI.
A partir de los 5 plasmidos positivos de pGEM-tub2c se les realizd un patrén de restriccion
con las endonucleasas EcoRV, Pstl, Sacll y Xhol (Figura 25B) (Tabla 10). Mientras que para
los plasmidos pGEM-tub2t 10, 11 y 12 se les realizé un patron de restriccion con las
endonucleasas BamHlI, Sall y Xhol (Tabla 11). El patrén de restriccion de pGEM-tub2c y
pGEM-tub2t coinciden con las bandas esperadas. Se purificaron los plasmidos pGEM-tub2c
1y 4, donde el 1 presenta una orientacion sentido (Figura 26A) y el 4 orientacién antisentido,

tomando como referencia el gen LacZ (Figura 26B).

250 pb

pGEM-tub2c-1  pGEM-tub2c-4 pGEM-tub2c-5 pGEM-tub2c-6 pGEM-tub2c-7

B Hiaszieiz Seizieiz f:3:

Figura25. Clonacién del gen tub2c. A. Identificacién por restriccion con EcoRI del
plasmido pGEM-tub2c. B. Patron de restriccion de los plasmidos pGEM-tub2c 1, 4,5 6y 7
utilizando las endonucleasas que se mencionan en la figura. Para estimar los tamafos

moleculares de los fragmentos se utilizé el marcador de peso molecular de 1 kb.
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Figura 26.

pGEM-Tub2c 300 ¥ (1)

5236 bp

Plasmido pGEM-tub2c. Este plasmido contiene clonado el alelo del gen tub2

con resistencia a benomilo; AmpR, gen de resistencia a ampicilina; ori, origen de replicacion;
MCS, sitio de multiple clonacion; LacZ, codifica para la B-galactosidasa. Plasmido disefiado
en el programa ApE- A plasmid Editor v3.0.9. A. Plasmido con el gen tub2 direccion sentido.

B. Plasmido con el gen tub2 antisentido.

2K

Rl
28KB

2 Kb
1.5 Kb

1Kb
750 pb

500 pb
250 pb

Figura 27.

Clonacién del gen tub2t. Identificacion por restriccion con EcoRI del

plasmido pGEM-tub2t. Para estimar los tamafios moleculares de los fragmentos se utiliz6 el

marcador de peso molecular de 1 kb.
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Tabla 10.

Patrén de restricciéon del plasmido pGEM-tub2c. Se muestran los

sitios de corte en el gen y el vector de cada endonucleasa; asi como las bandas

esperadas.
Enzima Sitios de Sitio de corte Bandas Bandas
corte en gen en el vector esperadas (kb) | esperadas (kb)
kb b
(kb) (Pb) 5 c
EcoRI 1.2 52,70 1,1.2,3 1,1.2,3
BamHlI 1.8 No corta 5.2 5.2
EcoRV 0.5 No corta 5.2 5.2
Hpal 15 No corta 5.2 5.2
Kpnl 1.2 No corta 5.2 5.2
Pstl 0.3 88 0.3,4.9 1.9,33
Sacl 0.7, 0.8, 1.1, | 109 0.1, 0.2, 0.5, 0.1, 0.3, 0.5, 0.6,
1.6 0.7,3.6 3,7
Sacll 0.4 49 17,34 0.4,4.8
Sall 11 90 11,41 11,41
Xhol 0.5,0.9 No corta 0.4,4.8 04,48
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Tabla 11.

sitios de corte en el gen y el vector de cada endonucleasa; asi como las bandas

Patron de restriccion del plasmido pGEM-tub2t. Se muestran los

esperadas.
Enzima Sitios de Sitio de corte Bandas Bandas
corte en gen en el vector esperadas (kb) esperadas (kb)
b b
(pb) (pb) N <
EcoRI 592 52,70 06,1,3 06,1,3
BamHlI 1215 No corta 4.6 4.6
Hpal 892 No corta 4.6 4.6
Kpnl 555 No corta 4.6 4.6
Sacl 83, 187, 462, 109 0.08, 0.1, 0.3, | 0.1, 0.3, 0.5, 0.6,
993 0.5,3.6 3.1
Sall 464 90 04,4.1 11,34
Xhol 329 No corta 3.6 3.6

10.7.3 Tub2c-1p y Tub2c-4s

Se eligieron los plasmidos pGEM-tub2c 1 y 4, los cuales fueron los plasmidos mas
limpios y de mayor concentracion, ademas de que presentan orientacion sentido y
antisentido respectivamente. Estos fueron digeridos con las enzimas Pstl el plasmido 1 y con
Sacll el plasmido 4, liberando fragmentos de 279pb y 454pb, respectivamente. Se obtuvieron
secuencias mas cortas de la regién promotora del gen tub2; siendo de 1,959pb para tub2c-
1p y 1,783pb para tub2c-4s; por lo tanto, plasmidos més pequefios (Figura 28A). En el
andalisis por restriccion con EcoRI de los seis plasmidos analizados, todos dieron el patrén

de bandas esperado para cada plasmido. Sin embargo, en todos los carriles, excepto en el
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carril 16, se observa una banda de fondo de aproximadamente 2.4 Kb y 2.2 Kb; las cuales
probablemente representan plasmido sin cortar, debido a que coinciden con una de las

bandas del plasmido sin cortar (Figura 28 B).

A

10Kb
B Kb
6 Kb
5Kb
4 Kb
3.5Kb
3Kb

25Kb

pGEM-  pGEM-
= tub2c-1p tub2c-4s pGEM-tub2c-1p pGEM-tub2c-4s

2Kb
1.5Kn |

1Kb | —

750 pb - W

500pb ;. W

250 pb

Figura28. Plasmidos pGEM-tub2c-1p y pGEM-tub2c-4s. A. Plasmidos cortados con
las enzimas Pstl y Sacll. pGEM-tub2c-1s de 4.9 Kb y pGEM-tub2c-4s de 4.8 Kb. B.
Identificacién por restriccion con EcoRlI de los plasmidos pGEM-tub2c-1p y 4s. Para estimar
los tamafios moleculares de los fragmentos se utilizé el marcador de peso molecular de 1
kb.

10.8 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de benomilo

Para poder seleccionar transformantes de T. atroviride con el plasmido pGEM-tub2
se realiz6 un ensayo para determinar la concentracion minima inhibitoria. Se inocularon las
cepas silvestres T. atroviride y T. asperellum en diferentes concentraciones de benomilo. En
la concentracion de 1 pg/mL de benomilo se ve afectado el crecimiento de T. asperellum,
mientras que T. atroviride fue inhibido totalmente (Figura 29). Por lo tanto, se consideré la

concentracion de 2 ug/mL para seleccionar colonias transformadas resistentes a benomilo.
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0 0.25 0.5 1 15 ug/mL Benomilo

2 2.5 3 ug/mlL Benomilo

T atroviride bsperelfum

Figura29. Concentracién minima inhibitoria de benomilo. Se utilizé medio PDA 'y se
colocaron gotas de 5 puL con 10 millones de esporas/mL. Se incubaron a 27°C durante 7 dias.

Abajo se muestra la plantilla que indica el nombre de la cepa cada gota.

10.9 Transformacién de T. atroviride con pGEM-tub2c

Para determinar la funcionalidad de los plasmidos y su resistencia a benomilo, se
transformo T. atroviride con todos los plasmidos que portan las diferentes versiones de tub2.
Las transformantes fueron seleccionadas por resistencia al antifingico benomilo. En el
control negativo donde en lugar de usar el plasmido se usé solucion osmatica, no hubo
crecimiento, comprobando que las colonias que se desarrollaron eran Unicamente cepas
transformantes. Se obtuvieron un total de 9 transformantes resistentes a benomilo (Figura
30), utilizando el plasmido pGEM-tub2c-4. Sin embargo, después de realizar tres cultivos
monosparicos se obtuvieron Unicamente 6 transformantes estables. Para el caso de las
versiones mas pequenas pGEM-tub2t, pGEM-Tub2c-1p y pGEM-Tub2c-4s, no se logro
obtener colonias transformantes, sugiriendo que estas versiones no tienen un promotor
funcional y se requiere para conferir la resistencia al benomilo. Por lo tanto, los plasmidos no
funcionales fueron descartados y se siguié trabajando Unicamente con el plasmido con la

construccién completa.
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Control + Control - Transformantes T. atroviride pGEM-tub2c

Figura30. Transformantes de T. atroviride resistentes a benomilo. Control positivo,
los protoplastos se inocularon en PDA + 1M de sorbitol sin antifingico, para observar la
viabilidad al final de la manipulacién. Control negativo, los protoplastos sometidos al mismo
proceso de transformacion sin plasmido, cultivados en medio selectivo (PDA +1 M sorbitol +
benomilo 2 ug/mL). Transformantes, los protoplastos transformados con pGEM-tub2c y

cultivados en medio selectivo. Los cultivos se incubaron a 27°C durante 6 dias.

10.9.1 Estabilidad de transformantes resistentes a benomilo

Se analizaron dos colonias transformantes, a las cuales se les realizaron tres pasos
monosparicos. Posteriormente, al realizarles una prueba de estabilidad a las transformantes
del tercer paso monosporico, estas crecieron en PDA con y sin seleccion; sin embargo, el
crecimiento de las cepas transformantes fue mas lento y deficiente en presencia de benomilo
(Figura 31), indicando que de las dos colonias analizadas solo algunas esporas mantienen

el plasmido integrado.
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0 2 pg/mL Benomilo

Figura31l. Prueba de estabilidad de transformantes resistentes a benomilo. A.
Medio PDA sin selecciéon. B. Medio PDA adicionado con 2 ug/mL de benomilo. C. Plantilla

con el nombre de cada cepa. Se incubaron a 37°C durante 4 dias.

10.10Ensayo de segregacién del alelo tub2 resistente a benomilo

Para determinar el porcentaje de esporas que portan el alelo tub2 resistente a
benomilo, se analiz6 la segregacion, determinando el porcentaje de esporas resistentes a
benomilo. Debido a que las transformantes presentaron una produccién de esporas muy
limitado, el andlisis se realizd solo con esporas generadas sin seleccion. Inesperadamente,
el porcentaje de esporas resistentes a benomilo fue muy bajo, Tub2-4c-1 tuvo un 5.6% y
Tub2-4c-2 un 0.9% de esporas resistentes a benomilo. Estos resultados tienen al menos dos
interpretaciones, la primera sugiere que las transformantes son heterocariontes que poseen
una baja proporcién de ndcleos transformados y un alto porcentaje de ndcleos no
transformados o silvestres. La segunda interpretacion sugiere que tubl y tub2 tienen
funciones diferentes, especificas de desarrollo. Considerando que las transformantes
producen muy pocas esporas en presencia de benomilo, sugiere que tubl tiene funciones
mas importantes en esporulacion y germinacién, mientras que tub2 tiene funciones

especificas en otros estadios de desarrollo.
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Tub2-4c 1 Tub2-4¢c 2

PDA + TRITON
0.5%

PDA + TRITON
0.5% + 2 ug/mlL
Benomilo

Figura32. Andlisis de segregacion de laresistencia a benomilo. A. Esporas crecidas
previamente en PDA sin seleccién. B. Esporas crecidas previamente en PDA con seleccion.

En cada foto se tiene el nimero de colonias por placa.

10.11Identificacion del alelo mutante tub2 en transformantes de T. atroviride
resistentes a benomilo

Con el propésito de determinar la presencia del alelo tub2 resistente a benomilo en
las transformantes, se utilizé el ADNg de las dos transformantes estables seleccionadas y
se amplificé el marcador de seleccién, gen tub2 resistente a benomilo. Como control negativo
se utilizé el ADNg de la cepa silvestre, y como control positivo el plasmido pGEM-tub2c.
Posteriormente, debido a que el tamafio del alelo silvestre y el mutante es diferente
Unicamente por 207 pb, la diferencia entre una banda correspondiente a tub2 silvestre y
mutante es muy sutil (Figura 33A), pero claramente se observé una pequefia diferencia en
la movilidad electroforética en la banda de las transformantes que se parece a la banda
detectada en el plasmido pBC-NTC, pero diferente a la detectada en la cepa silvestre. Para
aclarar mas este resultado, se realizé una restriccion de los amplicones con la endonucleasa
Xhol. La endonucleasa Xhol tiene dos sitios de corte en el gen tub2, donde en el alelo
silvestre corta en las posiciones 539 y 1176; mientras que en el alelo mutante corta en 539
y 969. Por lo tanto, se esperarian para el silvestre una banda de 539 pb, 637 pby 1.2 Kb;
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mientras que en el mutante una banda de 539 pb, 430 pb y 1.2 Kb. Como se observa en la
figura 33B, tanto en las cepas crecidas previamente en medio con seleccion como en las
crecidas con seleccién, muestran el mismo patron de bandas que el alelo tub2 mutante,
indicando que la integracion de tub2 resistente a benomilo ocurri6 por recombinacion
homologa. Ademas, este andlisis molecular muestra evidencia de que las cepas
transformantes solo portan nucleos transformados, y no mezcla de ndcleos silvestres y
transformados, perfil tipico esperado para un heterocarionte, como sugiere el analisis de

segregacion.

1Ko

750 pb

500 pb

250 pb

Figura 33. Identificacion del alelo mutante tub2 resistente a benomilo. A.
Amplificacion del gen tub2 del ADN extraido de las cepas tub2-4c 1 y 2, del plasmido
construido pGEM-tub2c y de la cepa silvestre de T. atroviride; con los oligonucle6tidos
N5tub2-F y N3tub2-R. B. Restricciones con Xhol de los amplicones. SS; sin seleccion, CS;
con seleccién. Para estimar los tamafios moleculares de los fragmentos se utilizé el marcador

de peso molecular de 1 kb.

10.12Construccion del plasmido pGEM-sdh con resistencia a carboxina

10.12.1 Mutagénesis sitio dirigida del gen sdh
La carboxina es utilizada para el control de hongos fitopatégenos. Este antifingico

inhibe la enzima succinato deshidrogenasa del ciclo del acido citrico y parte del complejo I
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del transporte de electrones en la fosforilacion oxidativa. Alelos del gen sdh resistentes a
carboxina presentan un cambio en una histidina (CAC) por una leucina (CTC) en el coddn
246 del gen sdh. Para realizar la mutacién del gen sdh de T. atroviride, se disefiaron
oligonucledtidos para generar la mutacion del gen y se utilizé la técnica de PCR doble unién
como se indica en el apartado de metodologia. Usando oligonucleétidos especificos, en el
primer paso se amplificaron por PCR dos fragmentos 983 pb (Psdh-F y CRsdh-R) y 480 pb
(CRsdh-F y Tsdh-R) (Figura 34A). En el segundo paso, se fusionaron los dos fragmentos
obtenidos para construir el gen sdh con la mutacién. Finalmente, en el tercer paso se
amplific6 una banda de 1.3 Kb que corresponde al tamafio teérico usando los
oligonucleétidos anidados (N5sdh-F y N3sdh-R), aumentando asi la concentracion y

especificidad del gen (Figura 34B).

A .

0 B O ®o
555688

1Kb 983 pb

750 pb
500 pb 480 pb

250 pb

Figura34. Construccion del alelo del gen sdh resistente a carboxina. A. PCR1.
Bandas amplificadas usando los cebadores Psdh-F y CRsdh-R de 983pb; y CRsdh-F y Tsdh-
R de 480pb. B. PCR3. Amplicon del gen sdh con la mutacién usando los cebadores N5sdh-
F y N3sdh-R de 1.3 Kb (fragmentos fusionados del PCR2. Para estimar los tamafos

moleculares de los fragmentos se utiliz6 el marcador de peso molecular de 1 kb.
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10.13Clonacion de sdh en pGEM-T easy

El gen sdh con la mutacion se cloné en el plasmido comercial pGEM-T easy
(Promega). Para identificar plasmidos recombinantes, primero se realizaron restricciones con
la endonucleasa EcoRl, cortando en ambos lados del sitio de clonacion del vector y el gen
en la posicion 791 pb. Por lo tanto, el plasmido que porta sdh debe mostrar 3 bandas; 1) 3
Kb; 2) 791 pb; y 3) 530 pb. Los 24 plasmidos analizados con EcoRI dieron positivos al patron
de bandas esperado (Figura 35A). Sin embargo, se eligieron los plasmidos 8, 10 y 15 los
cuales muestran patrones de bandas mas limpios y concentraciones mas altas. A partir de
estos 3 plasmidos se les realizé un patron de restriccién con las endonucleasas Pstl, Xhol y
BamHI (Figura 35B) (Tabla 12). El patrén de restriccion de pGEM-sdh coincide con las
bandas esperadas, indicando que la orientacion del gen sdh qued6 como se observa en la
figura 36.

Figura 35. Clonacion del gen sdh en el plasmido pGEM-t easy. A. Identificacion por
restriccion con EcoRI del plasmido pGEM-sdh. B. Patrén de restriccion de los plasmidos
pGEM-sdh 8, 10 y 15 utilizando las enzimas que se mencionan en la figura. Para estimar los

tamafios moleculares de los fragmentos se utilizé el marcador de peso molecular de 1 kb.
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Figura36. Plasmido pGEM-sdh. Este plasmido contiene clonado el alelo del gen sdh
resistente a carboxina; AmpR, gen de resistencia a ampicilina; ori, origen de replicacion;
MCS, sitio de multiple clonacion; LacZ, codifica para la B-galactosidasa. Plasmido disefiado

en el programa ApE- A plasmid Editor v3.0.9.
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Tabla 12.

sitios de corte en el gen y el vector de cada endonucleasa; asi como las bandas

Patréon de restriccion del plasmido pGEM-sdh. Se muestran los

esperadas.
Enzima Sitios de Sitio de corte Bandas Bandas
corte en gen en el vector esperadas (kb) esperadas (kb)
b b

(pb) (pb) 5 c

EcoRI 791 52,70 0.5,0.8,3 0.5,08,3

Pstl 302, 829 88 0.3,0.5,35 0.5,05,3.3

Xhol 853 No corta 4.3 4.3

BamHI 375 No corta 4.3 4.3

10.13.1 Transformacion de T. atroviride con pGEM-sdh

Para determinar la funcionalidad de los plasmidos y su resistencia a carboxina, se
transformo T. atroviride con el plasmido pGEM-sdh 8. Sin embargo, después de dos intentos
de transformacién no se logré obtener ninguna colonia transformante. Este resultado sugiere
gue los marcadores de seleccion deben tener un promotor completo para ser funcionales y
brindar resistencia a este antifiingico en Trichoderma y se suman a los resultados obtenidos
con las versiones cortas del gen tub2 resistente a benomilo que fueron incapaces de
proporcionar resistencia a benomilo.
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11 DISCUSION

La higromicina B es uno de los marcadores de seleccion mas comunes y utilizados
en los estudios de transformacién genética de Trichoderma spp. para la generacion de
mutantes, sobre expresion de genes y estudios de la localizacion de proteinas etiquetadas
con reporteros fluorescentes. Sin embargo, el desarrollo e implementacion de nuevos
marcadores de resistencia es necesario para el estudio de genes de los hongos filamentosos,
permitiendo la delecion simultanea de mas de un gen, complementacién de genes en fondos
genéticos mutantes y el mdltiple etiguetado de proteinas con diferentes reporteros
fluorescentes. Por lo tanto, en este trabajo se realizaron tres nuevos vectores basados en la

resistencia a nourseotricina, benomilo y carboxina.
Marcador seleccionable a la nourseotricina en Trichoderma atroviride

La nourseotricina es un antibiético aminoglucdésido de amplio espectro de
estreptotricina. Este antibiético actia inhibiendo la sintesis de proteinas al provocar errores
de codificacion. La resistencia a la nourseotricina se da mediante una N-acetiltransferasa
gue es codificada por el gen natl (nourseotricina acetiltransferasa 1) de Streptomyces
noursei. El marcador de seleccién natl se ha utilizado ampliamente para la manipulacién
genética de levaduras como S. cerevisiae, bacterias como B. pseudomallei y Francisella
tularensis (Lehman et al., 2016). La transformacion genética de T. atroviride con el vector
pCB-NTC fue muy eficiente; sin embargo, las transformantes fueron inestables, manteniendo
el vector y resistencia a NTC bajo condiciones de seleccion y rapidamente perdiéndolo en la
primera generacidn de esporas sin seleccién. Esto fue demostrado mediante la prueba de
PCR para la identificacién del plasmido, observando que al momento de quitarles la seleccion
pierden el plasmido, debido a que no se logré amplificar la banda de natl. Estos resultados
son consistentes con la inestabilidad de transformantes previamente reportada usando el
vector pCB1004 que porta el gen hph que confiere resistencia a higromicina B (Herrera-
Estrella et al., 1990; Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 2020). Las transformantes que
portaban el plasmido pCB1004 perdian el plasmido en la primera generacion de conidios
producidos sin presion selectiva, perdiendo la resistencia y consecuentemente el plasmido
pCB1004. Mediante experimentos de recuperacion de plasmido en Escherichia coli se
demostr6 que T. atroviride propaga los plasmidos por replicacién auténoma solo bajo presién
selectiva. Estos resultados indican que el plasmido pBC-NTC es autorreplicativo y una
herramienta importante para futuros trabajos de expresidén transitoria de genes en

Trichoderma.

89



Considerando que secuencias homologas al genoma de T. atroviride promueve la
incorporacion del vector por recombinacién homéloga (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella,
2020), se intenté hacer la complementacién de mutantes carentes en los genes nikl o cla4
de T. atroviride con este vector, sin embargo, se presenté mucho fondo en el control negativo
similar a la transformacion con los plasmidos que portaban el gen nikl y cla4. Aungque se
realizaron varios intentos, no se logré obtener transformantes con la complementacion de
ambos genes en sus respectivos fondos mutantes. Dado que siempre se obtuvo crecimiento
en el control negativo, una posibilidad es que el gen hph que confiere resistencia a
higromicina B presente resistencia cruzada a nourseotricina. Cabe destacar que, el fondo en
el control negativo fue muy inferior al control de viabilidad, sugiriendo que los fenotipos de
las cepas mutantes pueden también complicar los experimentos de complementacién de
fondos genéticos mutantes en T. atroviride, pero mas investigacion es necesario para aclarar
esa problematica. Aunque no se tuvo éxito para la complementacién de mutantes, el
marcador natl de resistencia a nourseotricina parece prometedor para analisis funcional de

genes mediante reemplazos génicos (“knock out”) en cepas silvestres de Trichoderma.

Marcador seleccionable a benomilo en Trichoderma atroviride

El benomilo es un agente antimitético que interfiere con la polimerizacién de beta-
tubulina y formacion de microtdbulos. La resistencia al benomilo ha sido descrita como una
alteraciéon en la proteina B-tubulina que disminuye la unién del fungicida a la proteina
(Goldman et al., 1993). Este antifingico ha sido utilizado en protocolos de transformacion
genética en hongos como A. nidulans, Neurospora crassa, Acremonium chrysogenum,
Septoria nodorum, entre otros (Mukherjee et al., 2003). En el gen tub2, la transicién de una
C por una T en el sexto codon, sustituyendo una histidina por una tirosina, genera el alelo
resistente a benomilo (Goldman et al.,, 1993). En esta investigacion se demostré que
provocando esa mutacion puntual en el gen tub2 por la técnica de PCR, si confiere
resistencia a benomilo en T. atroviride. Una posible desventaja del uso de benomilo es que
se obtuvieron muy pocas colonias transformantes, pero todas mantuvieron su resistencia a
benomilo después de los tres pasos monospdricos y en la prueba de estabilidad realizada
en poblaciones de conidios generados sin seleccion. No tuvimos éxito en generar

transformantes resistentes a benomilo utilizando las versiones mas cortas generadas del
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alelo tub2, indicando que solo la version mas grande que comprende todo el promotor es
funcional. Esta documentado que el método de transformacion impacta en el nimero de
transformantes que se pueden generar. Furlaneto y colaboradores (1999), utilizando el
mismo método de PEG-CaCl obtuvieron 3-6 transformantes por ug de ADN plasmidico por
107 protoplastos en Metarhizium anisoplaie. Duarte y colaboradores (2007) siguiendo el
método de transformacion mediado por Agrobacterium obtuvieron hasta 53 transformantes
por 1x10° conidios en M. anisoplaie; utilizando el alelo tub2 resistente a benomilo como

marcador de seleccién, en ambos casos.

Debido que la versién alélica de tub2 resistente a benomilo solo lleva un cambio en
un solo nucleotido, este marcador de seleccion se debe integrar por recombinacion
homologa en el genoma de T. atroviride. Para demostrar lo anterior, se amplifico por PCR el
gen tub2 en las transformantes resistentes a benomilo y se determiné el patrén de bandas
por restricciéon con Xhol, indicando solo la presencia del alelo tub2 mutante y su integracion
ocurrié por recombinacion homdloga. Este hallazgo sugiere que este plasmido puede ser
utilizado para complementar cepas mutantes, sobre expresar genes heterélogos o para
etiquetar proteinas con reporteros fluorescentes en futuras investigaciones, dirigiendo los

vectores al genoma de T. atroviride por recombinacion homadloga al locus tub2.

Trichoderma atroviride posee dos genes (tubl y tub2) que codifican para la B-tubulina
con un grado de homologia muy alto (Figura 37). El andlisis de homologia entre Tubly Tub2
muestra que en la posicibn 6 ambas proteinas tienen una histidina, sugiriendo que el
benomilo puede interferir con la formacién de microtibulos por interaccién con ambas beta-
tubulinas. Lo anterior permite interpretar los resultados de baja proporcion de esporas
resistentes a benomilo, en las transformantes generadas con el alelo tub2 mutante, como un
efecto de la funcién diferencial de las 3 tubulinas durante los diferentes estadios de desarrollo
de T. atroviride, es decir, la proteina Tubl tiene su principal funcién en la esporulacién y/o
germinacion. Muchos de los hongos contienen solo un gen de B tubulina, sin embargo, se
sabe que algunos como Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae, F. graminearium y
Schizosaccharomyces pombe también poseen dos genes de B tubulina. En el hongo F.
graminearum se tienen reportados dos genes de (3 tubulina con funciones diferentes en el
crecimiento de las hifas y la resistencia a los fungicidas. Esto puede sugerir que los genes
de tubulina pueden sufrir una divergencia funcional después de los eventos de duplicacion

de genes en distintos hongos (Zhao et al., 2014).
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Consenso MRE IVHLQTGQCGNQVGARFWQT I SGEHGLDSSGVYGGSSDLQLDRLNVY FNEASNNKYVPRAVLVDLE PGTMDAVRAGP
% 10 20 30 40 50 €0 70 g0

1 1

Tubl  MREIVHLQTGQCGNQVGSAFWQTISGEHGLDSSGVYGGTSDQQLDRLNVYFNEASNNKYVPRAVLVDLEPGTMDAVRSGE 20
Tub2 MREIVHIQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDSNGIYNGSSELQLERMNVYFNEASNNKYVPRAVLVDLEPGIMDAVRAGE 80

consenso FGOQLFRPDNEFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDQVLDVVRREAEGCDCLOGFQITHSLGGGTGSGMGTLLLSKIREEFP
T T T T T T T T
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Tub1 FGQLFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDOQVLDVVRREAENCECLOGFQITHSLGGGTGSGMGTLLISKIREEFP 160
Tub2 FGOLFRPDNFIFGQSSAGNNWAKGHYTEGAELVDQVLDVVRREAEGCDCLOGFQITHSLGGGTGSGMGTLLLSKIREEFP 160

Consenso DRMMATFSVVPSPKVSDIVVEPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEALYDICMRTLKLSNPAYGDLNHLVSAVMSGVSTSL

170 180 190 200 210 220 230 240

Tub1 DRMMATFSVVPSPKVSDIVVEPYNATLSMHQLVENSDETFCIDNEALYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVSTSL 240
Tub2 DRMMATFSVVPSPKVSDIVVEPYNATLSVHOQLVENSDETFCIDNEALYDICMRTLKLNNPAYGDLNYLVSAVMSGITICL 240

Consenso RFPGOLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFFMVGFAPLTSPGAHSFRAVIVPELTQOMFDPKNMMAASDFRNGRYLTCSSIFRGK

250 260 270 280 290 300 310 320
" : 1 "

Tub1l RFPGOLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFFMVGFAPLTSPGAHSFRAVIVPELTQOMMDPKNMMAASDFRNGRYLTCSTIFRGK 320
Tub2 RFPGOLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFFMVGFAPLTSPGAHSFRAVIVPELTQOMFDPKNMMAASDFRNGRYLTCCSIFRGK 320

Consenso VAMKEVEDQMRTVONKNSAYFVEWI PNNIQTALCAI PPKGLKISSTFVGNSTAIQELFKRVGEQFSAMFRRKAFLAWYTIG
330 340 350 3€0 370 380 390 400
1 = | 1 A A1 A A A

Tub1 VAMKEVEDQMRTVONKNSAYFVEWIPNNIQTALCSIPPKGLKISSTFVGNSTAIQEI FRRVGEQFSAMFRRKAFLHWYTS 400
Tub2  VAMKEVEDQMRNVONKNSTYFVEWIPNNIQTALCAIPPRGLKMSSTFIGNSTSIQELFKRVGEQFSAMFRRKAFLHWYTG 400

Consenso EGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDAGADDGEEYEDDAPMEAEE

410 420 430 440
Tubl  EGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQDASADDGEEYEEDABMEE 444
Tub2 EGMDEMEFTEAESNMNDLVSEYQQYQEAGIDEEEEYEDEAPMEAEE 44¢

Figura37. Homologia de las proteinas Tubly Tub2 de T. atroviride. La alineacion de
las secuencias de aminoacidos de las beta-tubulinas (Tubl y Tub2) se realiz6 usando
Lasergene por el método de ClustalW. El asterisco rojo muestra la histidina responsable para

la sensibilidad al benomilo en hongos.

Marcador seleccionable a carboxina en Trichoderma atroviride

El marcador de seleccion con resistencia a carboxina ha sido ampliamente utilizado
en otras especies de hongos como Mycosphaerella graminicola, M. oryzae, Ustilago maydis
y Aspergillus oryzae. El mecanismo de accion de la carboxina es afectar la cadena
respiratoria al inhibir la actividad enzimatica de la succinato deshidrogenasa (Nogueria-
Lopez et al., 2019). En este trabajo, se logrd construir una variante alélica del gen sdh, con
una mutacion puntual que confiere resistencia a la carboxina, al cambiar el codén 246 que
codifica una histidina (CAC) por el codén de una leucina (CTC). Sin embargo, no se logro

obtener ninguna transformante de T. atroviride con dicho plasmido y su funcionalidad tendra
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que ser evaluada para determinar su funcionalidad en los protocolos de transformacion

genética de T. atroviride.

Aportaciones adicionales en la transformacién genética de T. atroviride

En Neurospora crassa se ha utilizado una técnica del marcador seleccionable dividido (Split
marker) para eliminar genes o etiquetado genético de proteinas. La construccion completa
para la transformacién genética va dividida y en el interior de la célula fingica se recombinan
por la maquinaria de recombinacion intrinseca de la célula (Smith et al 2011). El potencial de
esta herramienta es que solo las células que efectdan la recombinacién del casete dividido
son capaces de expresar el marcador de selecciéon y de crecer bajo presion selectiva.
Considerando esta estrategia, se disefiaron las variantes alélicas resistentes a benomilo y
carboxina sin promotor, esperando que solo aquellas transformantes que integraran por
recombinacion homologa los vectores seria capaces de crecer en presencia de los
antifingicos. Sin embargo, debido a que no se obtuvo ninguna transformante con los
plasmidos que contenian el gen sdh y tub2 que fueron construidos sin promotor, se propone
gue, en T. atroviride las vectores no se integran pronto como ocurre en N. crassa. Una
posibilidad es que, al contrario del comportamiento de N. crassa, T. atroviride propaga los
plasmidos libres por un tiempo aun desconocido, durante el cual el promotor es necesario
para que la enzima que provee la resistencia al antifiingico se esté expresando dentro de la
célula y permitiendo al hongo crecer en presencia del antifingico; planteando que después
de algun tiempo (no conocido) es cuando el gen se inserta por recombinacion homologa al
genoma de Trichoderma. Sin embargo, por el contrario, cuando el pldsmido no posee un
promotor para su expresion, es incapaz de producir la enzima y consecuentemente, al

agregarle el antifingico sera incapaz de desarrollarse y obtener transformantes.

Por otro lado, se ha reportado que al introducir en Trichoderma ADN plasmidico que
contiene un marcador de seleccion, se obtiene una gran cantidad de transformantes. Si el
ADN exb6geno no tiene homologia al genoma de Trichoderma, las transformantes son
inestables, perdiendo la resistencia al retirarles la presién de seleccion (Esquivel-Naranjo y
Herrera-Estrella, 2007). Para el caso de la nourseotricina, no se obtuvieron transformantes
estables, perdiendo la resistencia al antibiotico después de dejarlas esporular en PDA sin
nourseotricina. Estos resultados indican que los plasmidos se propagan por replicacion

auténoma en T. atroviride mientras se mantiene bajo presion selectiva, pero el hongo los
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pierde rapidamente bajo condiciones no selectivas, como previamente documentado

(Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 2007).

Por otra parte, si el ADN exégeno tiene homologia al genoma de Trichoderma, se
obtienen transformantes estables al integrar el ADN por recombinacion homoéloga (Esquivel-
Naranjo y Herrera-Estrella, 2020). En este trabajo, se consideraron estables todas las
transformantes que después de seleccionarlas tres pasos monospéricos en presencia de
benomilo, se cultivan en medio de cultivo sin seleccién, los conidios siguen creciendo en
presencia del antimitético. Las transformantes resistentes a benomilo analizadas fueron
estables, debido a que estas si lograron crecer en medio con seleccién; posterior a que se
dejaron esporular en medio sin benomilo. El andlisis por RCR vy restriccion de amplicones
indicé que el gen tub2 resistente a benomilo se integré6 por recombinacion homdloga,
sugiriendo que la baja proporcién de esporas capaces de germinar en presencia de benomilo
es un efecto relacionado con las funciones especificas de desarrollo de los genes tubl y tub2

en T. atroviride.
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12 CONCLUSIONES
El plasmido pBC-NTC confiere resistencia a hourseotricina en T. atroviride, indicando

gue el promotor del gen gpd de Aspergillus nidulans es funcional en Trichoderma.

El andlisis de estabilidad de las transformantes resistentes a nourseotricina utilizando
pBC-NTC demuestra que la inestabilidad de transformantes esta directamente asociado a la
pérdida del plasmido, indicando que Trichoderma replica los pldsmidos en presencia de

presion selectiva.

El plasmido pGEM-tub2c con resistencia a benomilo genera transformantes estables

en T. atroviride, pero presenta baja eficiencia de transformacion.

El analisis de transformantes generadas con pGEM-tub2 demuestra que T. atroviride

integra ADN exdgeno principalmente por recombinacién homaéloga.

Se construyo el plasmido pGEM-sdh con resistencia a carboxina, sin embargo, hace

falta probar su funcionalidad en T. atroviride.
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