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RESUMEN

Trichoderma atroviride es un hongo filamentoso, comiunmente encontrado en el
suelo, que presenta una alta actividad antagonica y un estilo de vida micoparasitico
contra hongos patdgenos de plantas (Herrera-Estrella y Chet, 1998). Ademas,
posee una alta capacidad productora de enzimas y metabolitos de importancia
biotecnolégica. Actualmente, se han secuenciado al menos cinco especies de
Trichoderma y sus codigos se encuentran en base datos publicos. Sin embargo, la
gendmica funcional en estos hongos se encuentra limitado principalmente al uso del
marcador de seleccion hph que confiere resistencia al antibiotico higromicina B.
Adicionalmente la generaciéon de mutantes auxoétrofas ha resultado un método
eficiente, seguro y barato. En este trabajo se exploré la posibilidad de generar
mutantes auxotrofas a arginina e implementar el gen arg2 como un marcador
seleccionable en T. atroviride, mediante reemplazo génico, usando secuencias
homologas que flanquean el marcador de seleccion hph, se generaron mutantes
auxotrofas a arginina mediante la eliminacién del gen arg2, que codifica la
subunidad pequefia de la carbamoil fosfato sintetasa (CFS), la cual cataliza la
produccion de carbamoil fosfato que es un substrato para la biosintesis de citrulina,
y, este a su vez, es un intermediario en la sintesis de arginina. La arginina es un
aminoacido esencial para la formacién de proteinas y nucleétidos, por lo cual una
mutante auxoétrofa a arginina (Aarg2) sera incapaz de desarrollarse al menos que el
medio de cultivo sea enriquecido con este aminoacido. Después de seleccionar los
transformantes durante tres cultivos monosporicos, las mutantes fueron
identificadas mediante pruebas de auxotrofia e identificadas molecularmente
mediante pruebas de PCR. Posteriormente, se determiné que 50mM de L- arginina
restaura el crecimiento, la reproduccién asexual inducida por la luz y al dafio
mecanico a un nivel comparable a la cepa silvestre. Finalmente, 600 pares de bases
rio arriba y rio debajo de la regidén codificante del gen arg2 es el tamafio minimo
suficiente para complementar las mutantes auxétrofas a arginina.

Palabras clave: (Trichoderma atroviride, auxotrofia, arginina, doble recombinacion

homologa).




SUMMARY

Trichoderma atroviride is a filamentous fungus, commonly found in soil, which have
high antagonistic activity and a mycoparasitic life style against plant pathogenic fungi
(Herrera-Estrella and Chet, 1998). In addition, they have a high capacity for enzyme
and metabolites production of biotechnological importance. Currently, at least five
species of Trichoderma have been sequencing and these are available in public
databases. However, functional genomics in these fungi is mainly limited to hph
selectable marker, which in fungi confer resistance to the antibiotic hygromycin B. In
addition, the generation of mutants auxotrophic have resulted in a safe, cheap, and
efficient method. Here we explored the possibility to generate mutants auxotrophic
to arginine and to implement the arg2 gene as a selectable marker in T. atroviride,
by gene replacement using homologous sequences flanking the marker hph gene,
arginine auxotrophic mutants were generated by removing the complete coding
region of arg2 gene, encoding the small subunit of carbamoyl phosphate synthetase
(CFS), which catalyzes the production of carbamoyl phosphate, the least is a
substrate for the biosynthesis of citrulline, an intermediate in the synthesis of
arginine. Arginine is an essential amino acid in biosynthesis of proteins and
nucleotides, thereby an arginine auxotrophic mutant (Aarg2), will be unable to grow
unless the culture medium contains this amino acid. The transformants were
selected during three monosporic cultures and then the mutants were identify by
auxotrophy test and by PCR. Subsequently, the auxotrophy was restored with 50mM
L- arginine, recovering growth and asexual reproduction stimulated by light and
damage at a comparable level than the wild type strain. Finally, 600 bp upstream
and downstream of the coding region were the minimum size of arg2 gene capable

to complement the auxotrophy phenotype.

Key words: (Trichoderma atroviride, auxotrophy, arginine, double homologous

recombination).
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l. INTRODUCCION

Los hongos fitopatdgenos son causantes de enfermedades en una gran
variedad de cultivos y tanto los costos para el control de los patégenos como el de
las pérdidas causadas por estos mismos alcanza el billébn de euros anuales para un
solo tipo de patogeno (Dean et al., 2012). Ademas de los altos costos econdmicos
que el control quimico tiene, también pueden existir repercusiones en otros
organismos, como las micorrizas e inclusive en la salud publica. Esto ha promovido
la implementacion de organismos benéficos en programas de control biolégico de

enfermedades en cultivos de importancia econdémica (Hermosa et al., 2012).

Trichoderma atroviride es un hongo filamentoso con actividad antagonista
contra hongos fitopatdgenos. Los mecanismos descritos implicados en el
antagonismo son la competencia por nutrientes, antibiosis y micoparasitismo. Estas
propiedades se han explorado para controlar enfermedades en cultivos con el
objetivo de disminuir la aplicacion de agroquimicos y por lo tanto mejorar tanto la
calidad como la produccion de los alimentos cultivados. Sin embargo, el control
biolégico es de lenta accion comparado con el control quimico, por lo que es
necesario profundizar en el conocimiento sobre la biologia del organismo
antagonista para mejorar su capacidad de control de las enfermedades provocadas

por los hongos fitopatdgenos (Shoresh et al., 2010; Mukherjee et al., 2012).

Se han desarrollado herramientas como la generacibn de mutantes
auxotrofas y la implementacion de genes de resistencia a los antibidticos, como
marcadores de seleccidon en métodos de transformacion genética para poder
dilucidar los factores genéticos y moleculares directamente implicados en las
funciones de Trichoderma, tales como las de antagonista, micoparasito, produccion
de metabolitos, entre otros (Herrera-Estrella y Chet, 1998; Baek y Kenerley, 1998;
Zhu-Mei et al., 2007).

13
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El problema que ha acompafado a la generacion de cepas auxotrofas es
que éstas han sido generadas mediante mutagénesis saturante, usando métodos
fisicos como la exposicidbn a radiacion UV o por métodos quimicos mediante
tratamientos con sustancias como 4-nitroquinolina 1-6xido (NQO) (Bal et al., 1977,
Baek y Kenerley, 1998). Dada la naturaleza de estos métodos de mutagénesis
usados para la generacion de mutantes auxoétrofas, no son especificos lo que causa
cambios en cualquier parte del genoma de la célula, generando asi mudltiples

mutaciones en el fondo genético que generalmente complican las investigaciones.

Para ello se propone una aproximacion novedosa, que consiste en generar
mutantes auxotrofas dirigidas de tal manera que solo impliquen al gen en cuestion,
sin afectar el resto del genoma de T. atroviride, por consiguiente sin generar

mutaciones indeseadas.

14
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. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos eucariotas, los hay tanto unicelulares como las
levaduras y los pluricelulares que componen la gran mayoria del grupo. Los hongos
tienen una pared celular que estd compuesta principalmente por quitina (N- acetil
D- glucosamina), glucanos y otros polimeros como mananos, quitosano y
galactanos (Latgé, 2007). La pared celular tiene el mismo propésito que la de las
plantas y las bacterias; que es el proteger y dar rigidez a la célula. La mayoria de
estos organismos son aerobios, solo algunos como las levaduras llegan a ser
anaerobios facultativos. Son organismos quimio-organo-heterétrofos, saprobios y
se alimentan utilizando exoenzimas para degradar las moléculas organicas
complejas, liberando los productos solubles que absorben (Carlile, 2001). La
mayoria presentan reproduccion de tipo sexual (teleomorfo) y asexual (anamorfo).
Las levaduras se dividen por gemacion o fision, mientras que los hongos
filamentosos presentacion un crecimiento apical polarizado (Bartnicki-Garcia,
1996).

2.2 Género Trichoderma

El género Trichoderma comprende un gran numero de especies
filamentosas rizocompetentes que se encuentran en una gran variedad de
ecosistemas, en su gran mayoria de suelos de bosques y de uso agricola (Jensen-
Wolffhechel, 1995). Estos hongos se clasifican como Ascomycota, Clase
Pyrenomycetes, Orden Hypocreales, Género Hypocrea-Trichoderma.
Principalmente su ciclo de vida es asexual con la alternancia entre micelio y
conidios. El micelio se caracteriza por poseer hifas mas o menos ramificadas,
septadas, con mas de un ndcleo por célula. Los conidios (Figura 1), son el producto
de la reproduccion asexual que tienen solo un nucleo haploide, son esféricos de

color verdoso y estos son generados en la parte apical de células en forma de
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botella, llamadas fidlides, que se forman en las estructuras reproductivas aéreas
denominadas conidioforos (Rosen et al., 1974). Frente a condiciones adversas,
como el estrés nutricional, llegan a formar estructuras de resistencia/reproduccion
llamadas clamidosporas (Papavizas et al., 1985; Uresti-Rivera, 2008). Entre las
varias caracteristicas que hacen al género Trichoderma un grupo atractivo para su
aplicacion como herramienta de biocontrol es la actividad micoparasitica de hongos
fitopatégenos (Kubicek y Harman, 2002).

Actualmente se han descifrado y analizado los genomas de cinco especies
de Trichoderma, de los que se han identificado 440 genes relacionados con el
metabolismo secundario y un gran numero de genes con el estilo de vida
micoparasitico (Kubicek et al., 2011; Mukherjee et al., 2012); es por ello que la
identificacion o generacion de cepas con mejor capacidad micoparasitica, mayor
produccién de antibiéticos y enzimas mejoradas ha sido un reto, para mejorar su
desemperio en el control biolégico de enfermedades en plantas (Lumsden et al.,
1996). A pesar de contar con las secuencias genéticas de diferentes especies de
Trichoderma, del 40% de los genes codificantes para proteinas se ha logrado
asignar una funcion hipotética mediante técnicas de bioinformatica, lo que demanda
la implementacién de mejores estrategias de genémica funcional para comprender

mejor la biologia de estos hongos de importancia biotecnoldgica

2.3 Trichoderma atroviride

El hongo filamentoso T. atroviride es de vida libre y se distribuye de manera
generalizada en la rizosfera en una gran variedad de climas desde los calidos a los
templados. En su fase teleomorfa (sexual) era conocido como Hypocrea atroviridis
(Dodd et al., 2003). En cuanto a su estado asexual, éste presenta un rapido
crecimiento de micelio y la generacion de conidios esféricos, que van del color
blanco a verde oscuro. La conidiogénesis le permite al hongo dispersarse y
sobrevivir a condiciones hostiles y se da como una respuesta al estrés ambiental

como la luz, pH, disponibilidad de nutrientes y estrés (Figura 1).
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Figura 1. Morfologia de T. atroviride. (A) 1-3, Porcidn apical de conidiéforos y conidios donde se
muestran las principales estructuras de T. atroviride. 1= Hifas, 2= Fidlides, 3= Conidios. (B) T.
atroviride creciendo en medio de cultivo PDA (agar papa dextrosa) durante 7 dias, los conidios
presentan coloracion verdosa. C, La misma cepa de T. atroviride crecida en PDA en total oscuridad,
la cual no presenta generacion de conidios y por lo tanto la colonia tiene coloraciones blanquecinas
(Modificado Bissette, 1991).

Los conidios son los in6culos utilizados para su aplicacion en campo en
programas de biocontrol; debido a su facilidad de manejo y a su capacidad de
resistir condiciones ambientales adversas (Verma et al., 2007). Una vez que el
hongo se establece en la rizosfera, éste se integra rapidamente en la comunidad
microbiana de la misma y mantiene el control de hongos fitopatégenos tales como
Botrytis cinerea, Fusarium spp., Phytium ultimum, Phytophthora capsici, Rhizoctonia
solani y Sclerotium rolfsi que son patégenos de: tomate, frijol, fresa, algodon y uva
(Hjeljorda et al., 2000; Kubicek y Harman, 2002; Grigoriev et al., 2011; Shoresh et
al., 2010; Mukherjee et al., 2012).

Trichoderma atroviride detecta al hongo fitopatégeno y responde con la
formacion de estructuras denominadas apresorios y la secreciéon de enzimas
hidroliticas que degradan la pared celular con el objetivo de asimilar el contenido
celular del hongo huésped (Benitez et al., 2004). En Trichoderma spp. se ha descrito
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un gran numero de metabolitos con actividad antimicrobiana, entre ellos se

encuentran los peptaiboles y los antibidticos como la gliotoxina (Wiest et al., 2002).

2.4 Sintesis de arginina y el gen arg2

La arginina es un aminoacido esencial para la sintesis de proteinas y
nucleétidos, por ello la importancia de generar mutantes auxotrofas y su aplicacion
como marcador de seleccion, el cual ya ha sido utilizado en varios hongos modelos
de estudio como Aspergillus nidulans (Penttila et al., 1987), Neurospora crassa (Luo
y Sachs, 1996), Saccharomyces cerevisiae (Messenguy, 1976) y Trichoderma

virens (Baek y Kenerley., 1998).

El metabolismo de la arginina ha sido intensivamente estudiado en varios
organismos a partir de su descubrimiento en el ciclo de la urea en mamiferos. La
ruta de la sintesis de la arginina fue un ejemplo clasico de la relaciéon: un gen una
enzima, como se demostré en N. crassa (Beadle y Tatum, 1941). Ademas se ha
identificado en la sintesis de arginina tres mecanismos importantes que son: la
sintesis de ornitina, la sintesis de carbamoil fosfato y la posterior conversion de

estos dos en arginina.

El carbamoil fosfato es un precursor metabdlico de la ruta de la biosintesis
de la arginina, urea y nucleotidos pirimidinicos. Dependiendo de la fuente de
nitrégeno existen tres tipos de carbamoil fosfato sintetasa (CFS), de las cuales solo
dos CFS se encuentran en hongos, una de ellas en la ruta de sintesis de pirimidinas
(CFS- P) y otra involucrada en la sintesis de arginina (CFS- A). Las dos enzimas
son reguladas independientemente y son transcritas por genes especificos (Baek y
Kenerley, 1998).

La CFS-A utiliza nitrégeno del grupo amida de la glutamina, dos moléculas
de adenosin trifosfato (ATP) y bicarbonato para formar carbamoil fosfato, fosfato

inorganico y adenosin difosfato (ADP) (Figura 2).
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Figura 2. Vias metabdlicas para la sintesis de arginina. La figura representa las reacciones
bioguimicas y la accion de las enzimas para llevar acabo la sintesis de arginina en la célula del
hongo. Abreviaciones: CFS-P, Carbamoil fosfato sintetasa especifica de pirimidina; ATC, Aspartato
carbamoiltransferasa; CFS-A, Carbamoil fosfato sintetasa especifica de arginina; AGR, Acetil
glutamil-P reductasa; AOT, Acetil ornitina  transaminasa; AOG, Acetil ornitina glutamato-
acetiltransferasa; AGS, Acetil glutamato sintetasa; AGK, Acetil glutamato cinasa; OCT, Ornitin
carbamoil transferasa; AOS, Arginosuccinato sintetasa; ASL, Arginosuccinato liasa. (Modificada,
Davis 1986).

La CFS-A es una enzima compuesta por dos subunidades, 1) la subunidad
pequefia tiene actividad de glutamina amidotransferasa y 2) la subunidad grande
posee actividad de carbamoil fosfoquinasa. Ambas se sintetizan en el citoplasma de
la célula'y son ensambladas después de ser transferidas a la mitocondria. Los genes
encargados de codificar las unidades de la CFS-A son: la subunidad mayor es
codificada por gen arg3 mientras que el gen arg2 codifica la subunidad pequefa
(Davis, 1986), cuyos tamafios de las subunidades de la CFS-A en T. atroviride son

de 4,111 pares de bases (pb) y 1,442 pb respectivamente.
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2.5 Métodos usados para la generacion de auxotrofias

La obtencion de mutantes auxoétrofas para su implementacion como
marcadores de seleccion se generan en su mayoria mediante la radiacion con luz
ultravioleta (UV) asi como con agentes mutagénicos, ambas son técnicas no
especificas que causan alteracion a gran escala en el genoma de un organismo
(Bergés y Barreau, 1991; Gruber et al., 1993; Antal et al., 1997; Baek y Kenerley,
1998). Un organismo auxoétrofo es aquél que ha perdido la capacidad de sintetizar
cierta sustancia requerida para su crecimiento, esto debido a la presencia de
mutaciones. Las mutaciones son cambios heredables en la secuencia de ADN y un
organismo mutante es aquel que desciende directamente de un organismo normal
(silvestre). Comparado con los organismos silvestres (prototrofos), los organismos
auxoétrofos no pueden crecer en un medio minimo si no se suministran los
correspondientes nutrientes. Las cepas mutantes auxotrofas han sido ampliamente
utilizadas para la investigacion genética, en arqueas, bacterias y hongos
filamentosos (Lv et al., 2015).

Se han explorado varios métodos para la manipulacién genética de los
hongos filamentosos. Los primeros en desarrollarse parten del principio que la
radiacion UV y los rayos X generan mutaciones en el ADN. Estos métodos de
transformacién consisten en la exposicion de las hifas o esporas a la radiacién y
mediante una busqueda exhaustiva, con procedimientos como el enriquecimiento
por filtracion, se identifican los fenotipos mutantes. Las primeras mutantes
auxotrofas en hongos filamentosos fueron obtenidas en N. sitopila, N. crassa
(Beadle y Tatum, 1941) y Ophiostoma multiannulatum (Fries, 1947). Posteriormente
la técnica para encontrar mutantes se mejord6 mediante la basqueda de fenotipos
con medios selectivos, pero el método para la generacion de las mutantes seguia
siendo practicamente el mismo (Woodward et al., 1954; Catcheside, 1954). Otra
metodologia para la obtencién de mutantes auxotrofas es a través de la exposicion
de los hongos a agentes quimicos mutagénicos, como el NQO en A. nidulans (Bal

et al., 1977) y N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina en T. harzianum, T. koningii, T.
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polysporum y T. viride (Ahmad y Baker, 1988), pero al igual que los rayos X y la luz
UV, la mutagénesis quimica no es dirigida y afecta practicamente cualquier region
del genoma de una célula, generando fondos genéticos complicados de explicar
para la generacion del conocimiento cientifico. (Groot et al., 1998; Baek y Kenerley,
1998; Schuster et al., 2012; Magafa-Ortiz et al., 2013).

2.6 Transformacion genética de hongos

Actualmente, para muchos hongos filamentosos de todos los taxones se
han desarrollado técnicas para su transformacion mediada por ADN. Entre las que
se encuentran la transformacion de protoplastos con polietilenglicol (PEG)-CaClz,
electroporacion, balistica biologica, ondas de choque y usando Agrobacterium
tumefaciens (Baek y Kenerley, 1998; de Groot et al., 1998; Zhong et al., 2007;
Schuster et al., 2012; Magafia-Ortiz et al., 2013). No obstante, la generacion de
protoplastos es una de las técnicas mas utilizadas en hongos para la introducciéon
de ADN exogeno. Los protoplastos son obtenidos mediante la incubacion de
germinulas con enzimas liticas que degradan la pared celular bajo un soporte
osmotico estable, y en estas condiciones es cuando se puede insertar
construcciones de ADN exdgeno mediante diferentes tratamientos como PEG-
CaCl2 (Case, 1979; Peberdy, 1989), liposomas (Radford et al., 1981),
electroporacién (Ward et al., 1989; Goldman et al., 1990).

Otros métodos como la transformacion mediante el tratamiento con acetato
de litio (Bej y Perlin, 1989), electroporacién y la biobalistica (Bailey et al., 1993) son
métodos que no requieren la degradacion de la pared celular del hongo. En todas
estas técnicas es necesario utilizar algin marcador de seleccién para la rapida

identificacion de las transformantes en medios selectivos.
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2.7 Marcadores de seleccion

La transformacion genética con secuencias homologas tiene una gran
ventaja entre los métodos de transformacion debido a que un gen de interés puede
ser remplazado de manera especifica en el genoma del hongo, por un marcador de
seleccion, sin generar ruido en el fondo genético fungico (Baek y Kenerley, 1998).
Esta técnica ha sido aplicada para la eliminacion dirigida de genes y se ha
implementado como una manera de generar mutantes en varios modelos de hongos
filamentosos, amyB en A. oryzae, (Tsuchiya et al., 1992), brm1l en Alternaria
alternata (Shiotani y Tsuge., 1995), nia en F. oxysporum (Diolez et al., 1993), niaD
en Gibberella fujikuroi (Tudzynski et al., 1996), arg2 en N. crassa (Luo y Sachs,
1996), y facA en Penicillium chrysogenum (Gouka et al., 1993). Los genes utilizados
como marcadores de seleccion en hongos filamentosos se pueden ordenar como:
marcadores nutricionales, ejemplos sucl (sacarosa), amdS (acetamida), acuD
(acetato), prn (prolina), qutE (4cido quinico) y pkiA (sacarosa); marcadores
auxotrofos, ejemplos argB (ornitina transcarbamilasa), riboB (riboflavina) adeA
(fosforribosilaminoimidazol) adeB (succinocarboxamida sintasa), trpC (trifuncional
enzima de sintesis triptofano) y hemA (5-aminolevulinate sintasa); marcadores
auxotrofos bidireccionales, ejemplo pyr2 (orotato fosforibosiltransferasa), pyr4
(orotidin 5- fosfato descarboxilasa), hxkl (hexoquinasa), acuA (acetil CoA sintasa),
niaD (nitrato reductasa) y sC (ATP sulfurilasa); y marcadores de resistencia a
drogas ejemplo bar (resistencia a fosfofinotricina), ble (bleomicina- feleomicina),
ben (benomil), ptrA (piritiamina) y hph que codifica la higromicina fosfotransferasa
gue le confiere resistencia a higromicina en hongos (Prabhay Punekar, 2004; Derntl
et al., 2015). También puede usarse genes reporteros como la Green fluorecent
protein (GFP), mediante la insercion del gen egfp, para la identificacion de
transformantes aunque requiere de escrutinios mas complejos (Guangtao et al.,
2009; Zhong et al., 2011).

Para el estudio de genes de interés en el género Trichoderma la técnica

principalmente utilizada es la insercion de ADN exdgeno mediante vectores que,
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incluyen marcadores de seleccidon que, proporcionan resistencia a los antibioticos;
generalmente es usado el gen hph de Escherichia coli. La transformacion genética
se da mediante plasmidos o casetes construidos mediante PCR, que incluyan la
secuencia del gen que confiere resistencia a higromicina B flanqueada por la region
promotora 5" y la region terminadora 3" del gen de interés a investigar. De esta
manera el gen de interés se ve reemplazado de manera especifica mediante una
doble recombinacion homologa, consecuentemente, las colonias capaces de crecer
en un medio adicionado con higromicina son aquellas que lograron integrar el
marcador de seleccion a su genoma y remplazar el gen de interés, como ha sido
previamente demostrado en diversos publicaciones (Zeilinger, 2004; Casas-Flores
et al., 2004; Aghcheh et al., 2013; Castellanos et al., 2010; Velazquez- Robledo et
al., 2011).
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Il. JUSTIFICACION

El desarrollo de las técnicas de transformacion genética en hongos ha
comenzado a expandir el potencial genético de Trichoderma spp. para aplicaciones
industriales y agricolas. Por lo tanto, es importante desarrollar diversas
herramientas moleculares necesarias para realizar gendémica funcional en T.
atroviride que potencie la generacién de conocimiento mediante la exploracion de
su genoma. Aunque existen varios marcadores de seleccion, no todos son eficientes
y los antibioticos como la higromicina B son de un costo elevado.

Una manera de evitar los problemas y contratiempos ya mencionados es la
generacion de cepas auxotrofas a aminoacidos, en las que se utiliza el mismo gen
afectado se implementa como un marcador de seleccion (Baek y Kenerley., 1998;
Jin et al., 2004; Magliano et al., 2011). Esta estrategia resulta mas econémica y

segura, debido a que se evita el uso de antibiéticos.
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IV.  HIPOTESIS
Usando un casete que porta resistencia a higromicina B para eliminar el

gen arg2 por doble recombinacion homéloga, sera posible generar cepas auxotrofas

en T. atroviride a arginina y se podra establecer como un marcador de seleccion.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Generar mutantes auxoétrofas a arginina de Trichoderma atroviride

mediante una estrategia novedosa de reciclaje del marcador de seleccion.
5.2 Objetivos especificos

-Obtener mutantes auxétrofas de Trichoderma atroviride mediante la
eliminacién especifica del gen arg2.

-Determinar el tamafio minimo del gen arg2 para usarse como un marcador

de seleccién mediante la complementacioén de mutantes auxotrofas.

26



UAQ

VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencidén de mutantes auxotrofas a arginina

6.1.1 Cepas y condiciones de cultivo

La cepa de T. atroviride IMI 206040, fue usada como cepa silvestre (WT),
para generar las mutantes auxotrofas a arginina en este trabajo mediante la
eliminacion del gen arg2 (Aarg2). Para la propagacién de las cepas se utilizé medio
Papa Dextrosa Agar (PDA; DIFCO) incubado a 27°C. Para la obtencion de las
mutantes carentes del gen arg2, las transformantes fueron seleccionadas en medio
minimo (0.2 g MgS0Oa4 + 7H20, 0.2 g KCI, 0.9 g K2HPO4, 1 g NH4NOs3, 2 mg FeSOa4
+ 7H20, 2 mg ZnSO4 + 7H20, 2 mg MnClz + 7H20, 20 g Glucosa, 20 g agarosa, pH
ajustado a 5.5, para un litro de medio minimo) suplementado con higromicina B (100
pg/mL) y 50mM de L- arginina. Todos los medios de cultivo previamente se
esterilizaron, usando autoclave a 15 libras por pulgada, durante 15 minutos, la
manipulacion de los medios PDA y medio minimo (MM) asi como el de las cepas de

hongos se realiz6 bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar.

6.1.2 Analisis in silico del gen arg2

Se obtuvo la secuencia de aminoacidos de la sub-unidad pequefia de la
CFS-A de T. virens (cédigo GeneBank AAB58299.1) a partir de la base de datos del
NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/proteins/). Con esta secuencia de aminoacidos
se realiz6 un BLASTp en la base de datos del genoma de T. atroviride
(http://genome.jgi-psf.org/Triat2/Triat2.home.html), usando los  siguientes
parametros, base de datos utilizada-Trichoderma atroviride v2.0 Gene Catalog
(proteins), Expect Value = 1.0E-5 y usando el filtro de regiones de baja complejidad.
De esta manera se obtuvo la secuencia de aminoacidos y nucle6tidos de la sub-

unidad pequefia CFS de T. atroviride, incluyendo 5000 pb de secuencia tanto rio
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arriba como también rio debajo de la region codificante del gen arg2, con el objetivo

de identificar genes que se encuentran en esta region.

6.1.3 Disefio de oligonucleoétidos para la eliminacion del gen arg2 por PCR

La eliminacion de la region codificante del gen arg2 se realizé por doble
recombinaciéon homologa en T. atroviride con un casete que se construyé mediante
PCR de doble unién como se ha descrito previamente (Davidson et al., 2002; Yu et
al., 2004). La estrategia permite la generacion de mutantes carentes del gen arg2

de forma rpida y especifica.

Utilizando el programa bioinforméatico OligoCalc

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html), se disefiaron cinco

pares de oligonucleotidos (Tabla 1), con base a la secuencia de nucle6tidos del gen
arg2 que codifica la subunidad pequefia de la CFS de T. atroviride. El par de
oligonucledtidos Parg2-F y PQarg2-R (Tabla 1) fue disefiado para amplificar 1,416
pb de la region promotora y el par TQarg2-F y Targ2-R (Tabla 1) para amplificar
1,421 pb de la regién terminadora del gen arg2 (Figura 3). Ademas, los
oligonucledtidos Hyg-F y Hyg-R (Tabla 1) se usaron para amplificar 1,397 pb del
marcador de seleccion hph (Figura 3). En esta estrategia, se disefiaron dos
oligonucledtidos quiméricos (PQarg2-R y TQarg2-F) que incluyen secuencias de
empalme que son complementarias a los extremos 5" y 3" del gen hph con el
objetivo de realizar la fusion de los fragmentos 5° y 3" del gen arg2 con el gen hph
por PCR. Finalmente, se disefiaron oligonucleotidos anidados N5arg2-F y N3arg2-
R para amplificar el casete producto de los fragmentos fusionados por PCR (Tabla
1; Figura 3).
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Tabla 1: Oligonucledtidos utilizados para la generacion de cepas auxotrofas

a arginina

Parg2-F GCAAGGTTGAGGATGTGGATGG Promotor de arg2
PQarg2-R TGCTCCTTCAATATCAGTTAACGTCGATCAG  Promotor de arg2
TTTGTCTTGGTCACGGGTGG
TQarg2-F CCCAGCACTCGTCCGAGGGCAAAGGAATAG Terminador de arg2
AGGATAACCGGCCCAGCCAG
Targ2-R GTGAACGTGAGCGAGAGCG Terminador de arg2
Hyg-F GATCGACGTTAACTGATATTGAAGGAGCA Gen hph
Hyg-R CTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTGGG Gen hph
N5arg2-F GCAATTATGGCTTCCTTGGTGC Promotor arg2
(anidado)
N3arg2-R GATGCCTCCACCACCCACG Terminador arg2
(anidado)
ORFarg2-F CCTCTCTTCTTCTTCTCTCTCCATC ORF de arg2
ORFarg2-R CCCCAACTCTACATCTTTCCCTC ORF de arg2

6.1.4 Eliminacion del gen arg2 por PCR

La estrategia de PCR doble union consta de tres rondas de PCR como se
describe enseguida. En la primera ronda de PCR se amplificaron por separado
1,416 pb de la regién promotora (extremo 57), 1,421 pb de la region terminadora
(extremo 37) del gen arg2 y 1,397 pb del gen seleccionable hph con las parejas de
oligonucledtidos Parg2-F con PQarg2-R, TQarg2-F con Targ2-R y Hyg-F con Hyg-

R, respectivamente (PCR-1 en la Figura 3).

En una segunda ronda de PCR, los fragmentos del promotor y terminador
del gen arg2, se fusionaron con el marcador de seleccion hph usando relaciones
molares 1:1:3, respectivamente (Figura 3). Para esto a los oligonucleétidos PQarg2-
R y TQarg2-F se les adicionaron secuencias de empalme en los extremos, de

manera que en el segundo PCR los fragmentos funcionen como oligonucledétidos
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para que la Taq ADN polimerasa fusione por sintesis los extremos 5y 3" del gen

arg2 con los extremos del gen hph (Figura 3).

Un tercer PCR se llevo acabo utilizando la pareja de oligonucleotidos
anidados N5arg2-F y N3arg2-R y como ADN templado el producto de la ronda de
PCR 2 (Figura 3) para generar una construccion con un tamafio tedrico de 4,150
pb. Esto para obtener mas producto de PCR, asi también para generar fragmentos
mas cortos y especificos del casete utilizado para eliminar el gen arg2 mediante la

transformacién genética.

En cada una de las reacciones de PCR se utilizé la enzima Tag ADN
Polimerasa High Fidelity (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del proveedor. El
programa utilizado en el termociclador para los PCRs fue: un paso inicial de 3
minutos a 95°C, 35 ciclos comprendiendo 3 pasos a 95°C por 20 segundos
(desnaturalizacion del ADN), 60°C por 20 segundos (hibridacién del cebador) y 68°C
durante 1 minuto por cada 1000 pb (polimerizacion). Las reacciones de PCR

finalizaron con 5 minutos a 68°C.
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Figura 3. Técnica de PCR doble unién para construir el casete carente de laregién codificante
del gen arg2. PCR 1, amplificacién de la region promotora (P) y terminadora (T) excluyendo el marco
de lectura, asi como también se amplifico el gen de resistencia hph. PCR 2, fusién los tres fragmentos
mediante las regiones de empalme en los oligonucleétidos quiméricos (PQarg2-R y TQarg2-F)
agregadas en el PCR 1. PCR 3, amplificacion del casete completo usando los oligonucleétidos

N5arg2-F y N3arg2-R, con el principal objetivo de aumentar su concentracion y especificidad.
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6.1.5 Purificacion de productos de PCR

Los productos de PCR fueron purificados, en columnas individuales, con el
kit “QIAquick PCR Purification Kit” de QIAGEN mediante el protocolo suministrado

por el fabricante.

6.1.6 Transformacion de protoplastos para la eliminacién de arg2 por el método de

polietilenglicol

Se inocularon 1x108 conidios de la cepa WT por cada 100 mL de medio
GEYEC (1.5% de glucosa, 0.3% de extracto de levadura%, 0.5% de polipeptona) y
los cultivos se incubaron durante 18 horas a 27°C en agitacion orbital constante a
160 revoluciones por minuto (rpm). El micelio se filtr6 usando un embudo con tela
“magitel” y se lavé con agua destilada estéril. El micelio se colectd con una espatula
metélica (todo el material previamente esterilizado) y se pesaron 0.2 gramos de
micelio para cada reaccidon de generacion de protoplastos. El micelio se coloco en
un tubo Falcon de 50 mL con 7 mL de solucién osmética (50 mM de CaClz, 0.5 M
de Manitol, 50 mM de Acido 2-N-morfolino etanosulfénico (MES); el pH se ajusté a
5.5 con KOH) y 0.1 gramos de enzima litica que degrada la pared celular de los
hongos (Trichoderma harzianum, SIGMA). Se mezclé vigorosamente en un vértex
hasta dispersar completamente el micelio en el extracto enzimético. La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion orbital a temperatura ambiente durante 3 horas,
hasta observar la formacion de protoplastos en un microscopio Leica DM500. Los
protoplastos se filtraron usando un filtro “Miracloth” doble acoplado y posteriormente
se lavo el filtro con 2 mL de solucion osmdética para mejorar la recuperacion de
protoplastos. Cuidadosamente la suspension de protoplastos se colocé en tubos
eppendorf de 1.5 mL y los protoplastos se recuperaron centrifugando a 9,600 g
durante 10 minutos. El sobrenadante se deseché y la pastilla de protoplastos se
resuspendié con el volumen minimo necesario de solucién osmatica (300 pL por
muestra). Los protoplastos se cuantificaron en un microscopio Leica DM500 usando

una camara de Neubauer.
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Las transformaciones se realizaron con 300 pL de una suspension de
protoplastos (entre 107-108/ mL de protoplastos) que se mezclaron con 100 pL (50
pL de DNA mas 50 pL de solucién osmotica) de la construccion obtenida en el PCR
3 (5-10 pg) para la eliminacion del gen arg2. Como control de transformacion, 300
pL de la suspension de protoplastos se trataron con 100 yL de solucion osmdtica
(sin ADN). Las mezclas se mantuvieron en hielo durante 20 minutos. Después, a la
mezcla se le agregaron 400 pL de PEG 4000, diluido al 40% con solucion osmatica
y precalentada a 42 ° C. La mezcla de transformacion se incubo durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Los protoplastos se mezclaron suavemente con PDA
suave (medio PDB adicionado con 0.7% de agar bacteriolégico, 1 M de sorbitol mas
100 pg/mL de higromicina) y finalmente la mezcla se verti6 en placas de PDA
suplementado con 1 M de sorbitol mas 100 ug/mL de higromicina. Los cultivos se
incubaron a 27°C hasta la observacién de colonias resistentes a la higromicina
(aproximadamente 5 dias). Las transformantes resistentes al antibiético se
recuperaron para realizar tres cultivos monosporicos en MM complementado con
higromicina (100 ug/mL) y 0.5% de L- arginina. Solo se seleccionaron las colonias

capaces de remplazar correctamente el gen arg2 por el gen hph. Figura 4.

P hph

T. atroviride g ‘ arg?

!

T. atroviride P | hph ‘

Figura 4. Reemplazo del gen arg2 por el marcador de seleccion hph mediante doble
recombinacién homéloga en T. atroviride. Una vez que el casete que contiene el marcador de
seleccion hph entra en la célula, las secuencias homologas al genoma (regiones promotora y
terminadora de arg2, en verde y azul respectivamente) van a guiar el reemplazo génico en T.
atroviride mediante una doble recombinacion homéloga, consecuentemente ocasionando el
reemplazo especifico del gen arg2 por el marcador seleccionable hph.
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6.1.7 Pruebas de auxotrofia para identificar mutantes carentes del gen arg2

Después de realizar el tercer cultivo monosporico, los conidios de las cepas
resistentes a higromicina se colectaron. La colecta se realizo6 agregando a las
colonias 2 mL de agua destilada estéril y resuspendiendo los conidios por friccion
con una asa metélica esterilizada con fuego. Los conidios se cuantificaron al
microscopio usando una cdmara de Neubauer y se usaron gotas de 5 uL con una
densidad de 100 conidios/uL para inocular MM y MM suplementado con 50mM de

L- arginina.

Las cepas mutantes incapaces de crecer en MM y que solo pudieron crecer
en MM suplementado con L- arginina fueron seleccionadas para confirmar mediante

PCR el remplazo del gen arg2.

6.1.8 Extraccion y manipulacion de acidos nucleicos

La extraccion de ADN se realiz6 a partir de micelio crecido en oscuridad
sobre placas de medio de cultivo PDA con 50mM de L- arginina y cubierto con papel
celofan. Para esto los cultivos se incubaron durante 48 horas a 27°C, el micelio se

recuperd con una espatula metalica y se congelé en Nitrogeno liquido.

El micelio se moli6 en un mortero con Nz liquido (mortero previamente
esterilizado) hasta obtener un polvo fino. En un tubo eppendorf de 1.5 mL se
colocaron 500 pL de micelio molido, después se le agregaron 600 uL de la soluciéon
de extraccion (7 M de Urea, 0.35 M NaCl, 50 mM Tris pH 8.0, 20 mM EDTA y 1%
de N-Lauril Sarcosina) y se mezcl6 en vértex durante dos minutos. Posteriormente,
las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 minutos, después
se le agregaron 600 pL de Fenol- Cloroformo- Alcohol isoamilico (50:48:2) y se
mezclé en vortex por 10 minutos. Subsecuente, se centrifugé a 12,000 g durante 15
minutos para eliminar los restos celulares. El sobrenadante (la fase acuosa) se

recupero en un tubo eppendorf nuevo de 1.5 mL y nuevamente se repitieron los
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pasos desde agregar los 600 puL de Fenol- Cloroformo- Alcohol isoamilico, hasta
nuevamente recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo de 1.5 mL. Para precipitar
el ADN gendmico se adicion6 un volumen de isopropanol y se mezclé por inversiéon
de 5 a 8 veces. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14,400 g durante
diez minutos. El sobrenadante se desecho, cuidando de no perder la pastilla de ADN
formada al fondo del tubo, y se agregd a cada tubo 500 pL de etanol al 70% para
lavar la pastilla con la finalidad de eliminar sales. Los tubos se mezclaron en voértex
y nuevamente se centrifugaron a 14,400 g durante 10 minutos. Se desech¢ el
sobrenadante y los tubos con la pastilla del ADN se colocaron boca abajo sobre
papel absorbente hasta secar la pastilla. EI ADN se re-suspendioé con 100 uL de
agua HPLC estéril.

Por cada muestra se agregd 1 uL de RNAsa (1 mg/mL, Invitrogen) y se
incubaron a 37°C durante 30 minutos. Finalmente se analiz6 la integridad del ADN
gendmico mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% més bromuro de etidio.
Para esto, las muestras de ADN gendmico una vez separadas se visualizaron en un
fotodocumentador de luz UV (GelDoc XR+, BIORAD).

6.1.9 Identificacién de mutantes auxétrofas por PCR

Las mutantes auxoétrofas se identificaron mediante reacciones de PCR
usando oligonucleétidos especificos para determinar los remplazos génicos, que
comprende de un oligonucleétido fuera del casete y otro dirigido al marcador de
seleccion hph, para demostrar que el gen de arg2 fue remplazado por el marcador

de seleccion.

Los pares de oligonucleétidos Parg2-F y Hyg-R se usaron para amplificar
la region promotora del gen arg2 con el gen hph (Figura 5) con un tamafio teorico
de 2,828 pb. Para una segunda comprobacién se usaron los oligonucleétidos Hyg-
F y Targ2-R para amplificar el gen hph con la region terminadora del gen arg2

(Figura 5) con un tamafio tedrico de 2,916 pb, utilizando en ambos casos la cepa
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WT como control negativo. Cabe mencionar que estas combinaciones de
oligonucledtidos solo quedaran en fase y amplificaran en mutantes auxétrofas que
han perdido el gen arg2 por reemplazo con el gen seleccionable hph (Figura 5). Las
reacciones de PCR se realizaron usando la enzima Taq DNA Polimerasa
(Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del proveedor. El programa del
termociclador fue de la siguiente manera: un paso inicial de 3 min a 95°C, seguido
por 35 ciclos que comprendieron los siguientes pasos: 30 seg a 95°C, 30 seg a 60°C
y 3 min a 72°C. Las reacciones finalizaron con un paso de 5 min a 72°C. Los

amplicones se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

Parg2-F
— b 4
T. atroviride WT
— e ew |
x Prueba Negativa
Targ2-R
Parg2-F Hyg-F
T. atroviride Aarg2 I :
R BT T s s S
rueba Positiva
= P
Hyg-R Targ2-R

Figura 5. Oligonucledtidos usados para la identificacion molecular de mutantes auxoétrofas.
(A) La cepa WT se utilizé como control negativo ya que al carecer del marcador de seleccién hph no
existen secuencias complementarias para los cebadores Hyg-F y Hyg-R; por lo tanto no debe haber
amplificacion cuando se combinan con Targ2-R o Parg2-F, respectivamente. (B) En las mutantes
Aarg2 donde ocurrié el reemplazo génico los oligonucleétidos Parg2-F y Hyg-R (flechas rojas)
quedaran en fase y si presentaran la amplificacion de un fragmento de 2,828 pb. Lo mismo aplica
para los oligonucleétidos Hyg-F con Targ2-R (flechas moradas) amplificaran un fragmento de 2,916

pb.

36



UAQ

6.2 Caracterizacién fenotipica de mutantes auxétrofas Aarg2

6.2.1 Determinacion de la concentracibn minima de L- arginina que restaura la

auxotrofia

Para determinar la concentracion minima de L- arginina que restaura la
prototrofia en las mutantes carentes del gen arg2 (Aarg2), se analiz6 el crecimiento
de las cepas Aarg2, usando MM suplementado con concentraciones crecientes de
L- arginina (0.5 mM, 1 mM, 10 mM, 20 mM, 50 mM). Los medios de cultivo se
inocularon en la parte central con 5 pL de esporas (2500 conidios) y se incubaron a
28°C en una camara iluminada con luz blanca, se establecié como control la cepa
WT creciendo en MM sin L- arginina. Se tomaron fotografias cada 24 horas durante
5 dias a las colonias junto con una referencia de medida y la determinacion del
crecimiento se realizd6 usando el programa informatico ImagelJ

(http://imagej.nih.goV/ij/). El experimento se realiz6 por triplicado.

6.2.2 Produccién de conidios estimulada por la luz

Para determinar la producciéon de conidios estimulada por la luz en las
cepas WT y Aarg2, se generaron precultivos inoculando los medios de cultivo en la
parte central con 1 pL de conidios (500 conidios/pL). Los cultivos se incubaron en
una camara de crecimiento a 27°C durante 48 h. Del borde de crecimiento de la
colonia se cortaron discos de micelio, se inocularon por triplicado en el centro de la
placa de MM suplementada con 50mM de L- arginina para las cepas Aarg2 y MM
sin L- arginina para la cepa WT. Posteriormente, se crecieron en dos condiciones,
luz blanca y oscuridad (control). Después de 7 dias se colectaron los conidios de
las cepas crecidas en luz con 10 mL de agua destilada estéril y se realizaron
diluciones (10 para determinar la concentracion de conidios en cada cepa.
Finalmente, los conidios se cuantificaron en un microscopio Optico Leica DM500

usando una camara de Neubauer.
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6.2.3 Dafno mecanico

De preindculos crecidos en medio de cultivo PDA en oscuridad durante 48
horas para la cepa WT y PDA complementado con 50mM de L- arginina para las
cepas Aarg2, se cortaron discos de micelio del borde de crecimiento de la colonia,
se inocularon por triplicado en el centro de la placa de MM suplementada con 50mM
de L- arginina para las cepas Aarg2 y MM sin L- arginina para la cepa WT como
control. Después de 36 horas de crecimiento en oscuridad a 27°C se le hicieron
cortes con bisturi con el mismo patrén, en un cuarto oscuro con luz roja de
seguridad. Después de generar el dafio se volvieron a incubar a 27°C en oscuridad
por 48 horas. Finalmente se observo y tomaron fotografias sobre la produccion de

conidios inducidos por dafio mecanico.

6.3 Complementacién de la auxotrofia

6.3.1 Construccion de casetes para la complementacion de la auxotrofia

Para la complementacion de la auxotrofia se generaron fragmentos de
diferentes tamanos del gen arg2. Usando el programa OlicoCalc se disefiaron seis
parejas de oligonucledtidos (Tabla 2) para generar versiones cortadas del gen arg2.
En la Figura 6, se muestran los fragmentos méas cortos tanto rio arriba como rio

abajo del marco de lectura.

La generacion de los casetes se hizo por PCR usando la enzima Taq ADN
Polimerasa Recombinante (Invitrogen). Las reacciones de PCR se realizaron con
100 ng de ADN genomico de la cepa WT, utilizando los pares de oligonucleétidos
para cada reaccién. Las reacciones se realizaron a cabo individualmente con la
misma programacion de termociclador. El programa del termociclador fue: paso
inicial de 95°C por 3 min, 40 ciclos formados por: 95°C por 30 seg, 58°C por 30 seg,
72°C por 4 min y un paso final a 72°C durante 5 min.
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Tabla 2: Oligonucleo6tidos utilizados para construir diferentes versiones del

Pareja

gen arg2 que complementen la auxotrofia.

Oligonucledétido

Parg2-F 1200
Targ2-R 1200
Parg2-F 1000
Targ2-R 1000
Parg2-F 800
Targ2-R 800
Parg2-F 600
Targ2-R 600
Parg2-F 400
Targ2-R 400
Parg2-F 200
Targ2-R 200

Secuencia de nucleétidos 5’- 3’

GGGCGCATCTTCAGAGTTGG
CCACTACACTCGCGACAAGTCC
CTGCCCGGTAGAGTTGAGCTG
CGACAGAGGAGTGATAGGTACC
CATAGAATAGGGCACAGGGGCC
CACCGCTAAGGAACGCGATTG
CTGACCCCTCCGATGCACC
CCATACAGGGCTGCCAACGG
CTTATGAACGGGCGCCCGTC
GGAACACGATTCTGGACCCGG
CTACAGGACTATCTCTCTGGTTCG
GAGGCTCAGATGGAGACTGATG

Tamafio

de Casete

3846 pb

3451 pb

3093 pb

2558 pb

2244 pb

1869 pb
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recortadas del —<
genarg2. ‘ p | arg2 -2558 pb
L or ] arg2 I 2244 pb
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Figura 6. Versiones del gen arg2 usadas para la prueba de complementacién. (A) Gen
completo arg2. El gen completo comprende un total de 4,137pb. (B) Versiones recortadas del gen
arg2. Se generaron seis casetes con la regidon promotora (P) y terminadora (T) recortadas, esto para
determinar el tamafio minimo capaz de complementar la auxotrofia y por lo tanto, volviendo protétrofo
nuevamente a las cepas Aarg2.

Finalmente los amplicones se analizaron mediante electroforesis en un gel
de agarosa al 1% y posteriormente se purificaron mediante el kit QIAquick PCR

Purification Kit de QIAGEN, siguiendo las especificaciones del proveedor.
6.3.2 Complementacion de la auxotrofia a arginina con el gen arg2

Para obtener cepas complementadas con el gen arg2 se realizaron
transformaciones con cada una de las diferentes versiones generadas por PCR para
el gen arg2 (Figura 6-B), siguiendo la misma metodologia ya descrita para la
transformacion de protoplastos. Se inocularon 1x108 conidios de T. atroviride Aarg?2
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por cada 100 mL de medio GEYEC (1.5% de glucosa, 0.3% de extracto de
levadura%, 0.5% de polipeptona) suplementado con 50mM de L- arginina, e
igualmente se incubo durante 18 horas a 27°C en agitacion orbital constante (160
rpm). Todos los pasos para la transformacion de protoplastos se mantiene integros
hasta el la mezcla de protoplastos con el PDA suave; como previamente descrito
aqui. A partir de aqui los medios ricos (PDA y PDB) fueron remplazados por MM
suave (adicionado con 0.7% de agarosa, sustituye el agar bacteriolégico, 1 M de
sorbitol). Controles fueron con MM suave suplementado con L- arginina (Control
Positivo) y MM suave sin L- arginina y sin ADN (Control Negativo). Ademas, las
transformantes se seleccionaron por su capacidad de crecimiento en placas de MM
suplementado solo con 1 M de sorbitol.

Después de 5 dias de incubacién a 27°C las colonias individuales que
lograron crecen en MM sin L- arginina con 1M de sorbitol fueron recuperadas e
inoculadas en MM minimo sin L- arginina adicionado con 0.7% de agarosa.
Después de tres cultivos monosporicos en MM, las cepas fueron inoculadas en
medio PDA y crecidas en condiciones de oscuridad a 27°C para la generacion de

preinéculos.

6.3.3 ldentificacion molecular de las cepas complementadas mediante PCR

Segun el protocolo ya descrito las cepas fueron inoculadas en medio PDA
con celofan y se extrajo ADN con el procedimiento ya detallado. La
complementacion con el gen arg2 en las cepas auxotrofas se comprobd mediante
PCR usando los oligonucleétidos especificos para detectar el gen arg2.
Oligonucledétidos utilizados Parg2-F-200 (Tabla 2) con ORFarg2-R (Tabla 1) tamafio
tedrico 1,686 pb y ORFarg2-F (Tabla 1) combinado con Targ2-R-200 (Tabla 2) con

un tamafio tedrico de 2,231 pb.

41



UAQ

6.3.4 Pruebas de complementacién fenotipica

Para corroborar que las cepas arg2* se comportan como la cepa WT, se
llevo a cabo el andlisis de produccion de esporas, respuesta a dafio mecanico, la
metodologia que se siguio es la ya descrita para cada una de las pruebas, omitiendo
la L- arginina en MM. Se realiz6 prueba generacién de esporas por pulso de luz
azul. Para la prueba de pulso de luz se generaron preinéculos en placas de PDA
para la cepa WT y las cepas complementantes, se dejaron crecer en oscuridad
durante 48 horas a 27°C. Se cortaron discos del borde de crecimiento de la colonia
y se inocularon por triplicado en MM, todo el tiempo en un cuarto oscuro con luz de
seguridad roja. Posteriormente se incubo en oscuridad a 27°C durante 36 horas.
Después se dio un pulso de 5 minutos con luz azul en cuarto oscuro con luz roja de
seguridad. Posteriormente, los cultivos se volvieron a incubar durante 48 horas en
oscuridad a 27°C. Finalmente, se observd y tomaron fotografias de las colonias para

analizar la produccion de conidios inducidas por el pulso de luz.

6.4 Andlisis estadistico

Las graficas muestran las medias de tres experimentos independientes y la
desviacion estandar determinada mediante el programa Office Excel 2013. Para los
analisis de medias, se realizaron pruebas ANOVA de una via utilizando los Post-
Test de Tukey con valores a 0.05. Estas pruebas se llevaron a cabo en el programa

GraphPad Prism (http://www.graphpad.com/).
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VIl.  RESULTADOS

7.1 Obtencidon de mutantes auxo6trofas a arginina

7.1.1 Identificacion del gen arg2 en Trichoderma atroviride

De la base de datos se identifico el gen arg2 (ID 148882) que codifica la
secuencia de aminoacidos de la subunidad pequefa de la proteina CFS-A de T.

atroviride.

Se obtuvo la secuencia del marco de lectura abierto del gen arg2 ademas
de 5000 pb rio arriba y rio abajo del ORF y se identificaron los genes colindantes
asi como su orientacion respecto a arg2. Esto para asegurar que solamente es un

solo gen el que representa el locus donde se encuentra el gen arg2 (Figura 7).

[ i2as23 | —| 0:301404 > arg2:ID 148882 :}—_—t;f ID: 9511

Figura 7. Locus de arg2. Ademas de la secuencia ORF de arg2 se analiz6 la secuencia 5000 pb rio
arriba y rio abajo. Se encontraron 4 genes mas (ID de la base de datos de T. atroviride incluida), que
al no estar en la misma ubicacién o mostrar sobrelapamiento sobre el gen de interés arg2, se
procedio a disefiar los cebadores para construir el casete para el remplazo genético.

7.1.2 Construccion del casete para la eliminacién de arg2

Las construcciones obtenidas del PCR1 representados en la Figura 8
muestran que los productos de las reacciones de PCR son especificos puesto que
se amplific6 en cada reaccion solo una banda de ADN, PCR1-H que muestra el
tamafo tedrico esperado de 1,397 pb que corresponde al fragmento del gen hph,
PCR1-P con un tamafio 1,416 pb correspondiente a la region promotora del gen
arg2 y PCR1-T con un tamafo de 1,421 pb que corresponde a la region terminadora
del gen arg2 (Figura 8).
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El PCR2 fusiono de los fragmentos 5y 3" del gen arg2 con el gen hph, los
fragmentos fusionados no muestran bandas claras debido a que la polimerasa
fusiona los fragmentos por sintesis, generando bandas discretas de diferente

tamanos.

1Kb PCR3 PCR2 PCR1-H PCR1-T PCR1-P

6 Kbp
SKbp o v
AKbp = — x
IKp - —_ - »

1.3
2Kbp = - '8

-
1.6Kbp j= WP “

“ e
—
1Kbp = W
-

0.5Kbp L

Figura 8. Construccion del casete para el remplazo del gen arg2. PCR1-P, Fragmento de la
region 5" (1,416 pb) del gen arg2. PCR1-T, Fragmento de la region 3" (1,421 pb) del gen arg2. PCR1-
H, gen hph (1,397 pb). PCR2, reaccién para fusionar los fragmentos generados en el PCR1. PCR3,
Amplificacion del casete Aarg2 (4,137 pb). Para estimar los tamafios moleculares de los productos
de PCR se us6 el marcador de peso molecular 1 kb de Invitrogen.

El PCR3 amplifico el casete completo, obteniendo una versibn mas
pequefia de la construccion, esto para aumentar la especificidad, ademas para
obtener una mayor concentracion del casete, la banda observada coincide con el

tamafo tedrico esperado de 4,150 pb (Figura 8).

7.1.3 Transformacion de protoplastos de Trichoderma atroviride para la eliminaciéon

de arg2

Las transformantes de seleccionaron por resistencia al antibidtico y

solamente los protoplastos que se incubaron con el casete obtenido en el PCR3
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fueron capaces de desarrollar colonias resistentes a la higromicina B, sugiriendo
gue integraron el gen hph a su genoma (Figura 9-A). En el control negativo no se
desarroll6 ninguna colonia (Figura 9-B) debido a que los protoplastos no se les
incluyd la construccion generada en el PCR 3, y fueron incapaces de sobrevivir,
validando que los protoplastos crecidos PDA con higromicina B son cepas
transformantes. El control positivo indica que la viabilidad de los protoplastos no se
vio comprometida por proceso de transformacién, ya que los protoplastos pudieron

crecer en PDA de manera normal (Figura 9-C).

Figura 9. Transformacion de protoplastos de T. atroviride con la construccidon Aarg2. (A)
Transformacidn. Colonias transformantes resistentes a higromicina obtenidas con la construccién
que incluye el gen hph. (B) Control Negativo. Protoplastos sin incluir el casete Aarg2 del PCR3
fueron cultivados en PDA con higromicina y 1 M de sorbitol. (C) Prueba de viabilidad. Los
protoplastos fueron cultivados en PDA con 1M de sorbitol y 50mM de L- arginina.

7.1.4 Identificacion de transformantes auxoétrofas

Se seleccionaron ocho cepas transformantes resistentes a higromicina y
fueron sometidas a prueba de auxotrofia fenotipica, las cepas mostraron ser
incapaces de crecer en MM simple como cabria de esperar de una cepa auxotrofa
a arginina (Figura 10-A), en las ocho cepas mutantes auxoétrofas se observo un
crecimiento comparable a la cepa WT en placas de MM enriquecidos con L-arginina
(Figura 10-B), comprobando que estas cepas mutantes auxotrofas necesitan el

enriquecimiento del MM con L- arginina para poder desarrollarse con normalidad.
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Figura 10. Prueba de auxotrofia fenotipica. (A) Placa de MM sin L- arginina (B) Placa de MM con
50mM de L- arginina. En el recuadro A1a y B1a fue inoculada la cepa WT como control. En cambio,
todas las cepas incapaces de crecer en MM pero capaces de crecer en MM con L-arginina son
mutantes auxotrofas.

7.1.5 Determinacién del reemplazo génico en las cepas auxotrofas mediante PCR

Se seleccionaron cinco cepas mutantes que se identificaron mediante la
prueba de auxotrofia fenotipica. Las reacciones de PCR son especificas para la
amplificacion del casete de hph y para comprobar que se reemplazé el gen arg2
(Figura 11-A). Los fragmentos que se amplificaron mediante la reaccion de PCR son
las regiones 5°del ORF del gen arg2 y el marco de lectura de hph que coinciden con
el tamanio tedrico de 2,828 pb (Figura 11-B) y la regién 3" rio abajo del ORF de arg2
junto con el ORF de hph con un tamafo de 2,916 pb (Figura 11-C). Todas las
mutantes auxoétrofas Aarg2 presentaron la amplificacion de una banda de ADN del
tamafio esperado que no esta presente en la cepa WT usada como control (Figura
11B-C).

Las reacciones de PCR con los oligonucle6tidos Parg2-F mas Hyg-R en las
cepas Aarg2 muestran otros dos pares de bandas de un menor peso molecular que
no corresponde al tamafio tedrico del fragmento esperado (Figura 11-A), pero al
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encontrarse presentes en el ADN de la cepa WT estos pequefios amplicones no
representan ruido para determinar que las mutantes auxétrofas han perdido el gen
arg2 por reemplazo génico. Nuestros resultados indican que los fenotipos de
auxotrofia coinciden perfectamente con la carencia del gen arg2 y, por lo tanto, que
estas cepas tienen reemplazado el gen arg2 por el marcador de seleccion hph, que

en el resto de este escrito llamaremos cepas Aarg?2.
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Figura 11. Identificacion de mutantes auxoétrofas por PCR. Se llevaron a cabo 2 reacciones de
PCR que amplificaron; la region promotora del gen arg2 con el gen hph. (A) Representacion del
casete Aarg2. (B) PCR de la regién 5° usando los oligonucleétidos Parg2-F y Hyg-R, tamafio tedrico
2,828 pb. (C) PCR de la regién 3’utilizando la los oligonucleétidos Hyg-F y Targ2-R, tamafio tedrico
2,916. Las reacciones de PCR se hicieron usando ADN gendmico de las cepas Aarg2- 1, 2, 3,4y 5.
Como control negativo se utilizd ADN gendmico de la cepa WT que no posee el gen hph. Para estimar
los tamafios moleculares de los productos de PCR se us6 el marcador de peso molecular 1 kb de

Invitrogen.
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7.2 Caracterizacion fenotipicas de mutantes auxétrofas Aarg2

7.2.1 Restauracion de la prototrofia con L-arginina en cepas Aarg2

La prueba de restauracion de auxotrofia mostro que las cepas Aarg2-1,
Aarg2-2, Aarg2-3, Aarg2-4 y Aarg2-5 son capaces de crecer en MM con las
concentraciones de L-arginina de 0.5mM - 10mM y mostraron un crecimiento mas
rapido en los primeros dias, pero una densidad de micelio menor que las cepas
Aarg2 inoculadas en MM con 20mM o 50mM de L-arginina y que la cepa WT usada
como control. Las concentraciones de 20mM y 50mM mostraron un crecimiento
radial mas parecido al crecimiento de la cepa WT en los primeros dias de

crecimiento (Figura 12)

En el quinto dia las cepas Aarg2 inoculadas en MM con 50mM de L-
arginina y las cepa WT alcanzaron el borde de la caja, mientras que cepas que se
inocularon en MM con las menores concentraciones de L- arginina no alcanzaron
en el mismo intervalo de tiempo el borde de la caja (Figura 12-A), indicando que 50
mM de L-arginina en MM es la cantidad es necesaria para restaurar el crecimiento

normal de las cepas Aarg2.
Debido a que las cepas Aarg2 restauraron su crecimiento comparable a la

cepa WT con una concentracion de 50mM, esta fue la concentracién de L- arginina

que fue seleccionada para analizar que las mutantes Aarg2 (Figura 12-B).
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Figura 12. Determinacién de la concentracion minima de L- arginina necesaria para restaurar
la auxotrofia. (A) Prueba de restauracion de crecimiento en las cepas auxoétrofas. Las cepas
se crecieron en MM con las concentraciones de L-arginina indicadas durante 5 dias en presencia de
luz a 27°C, se muestra la cepa representativa Aarg2-5. Como control se usoé la cepa WT creciendo
en MM sin L-arginina. (B) La velocidad de crecimiento radial. El crecimiento radial se determin6
por triplicado para cada cepa, usando el programa Image J. Las barras representan los promedios

de los valores de crecimiento radial + la desviacién estandar de tres experimentos independientes.
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7.2.2 Produccion de conidios en cepas Aarg2

Tanto en la cepas WT como las mutantes auxoétrofas presentaron
conidiacién cuando se crecieron en presencia de luz constante y no presentaron
produccion de esporas en condiciones de oscuridad (Figura 13-A), lo que indica que
el gen arg2 puede ser implementado como un marcador de seleccion para realizar

estudios de genomica funcional en las respuestas a la luz en T. atroviride.

Las cepas mutantes auxotrofas carentes del gen arg2, Aarg2-1 y Aarg2-2
después de 7 dias de crecimiento en condiciones de iluminacién constante no
presentan una diferencia significativa comparada con la cepa WT en la produccién
de conidios creciendo en medio MM enriquecido con 50mM de L- arginina (Figura
13-B).

50



UAQ

A WT Aarg2-1 Aarg2-5

» (o]
1 1

N
1

.’

Produccion de conidias (x10%)

o
1

WT Aarg2-1  Aarg2-3  Aarg2-5

Figura 13. Produccidén de conidios inducidos por la luz en cepas WT y Aarg2. (A) Conidiacién
inducida por laluz. Las cepas WT y Aarg2 se crecieron en medio MM enriquecido con 50mM de L-
arginina por triplicado durante 7 dias en condiciones de luz constante (L) u oscuridad (O). (B)
Produccion de conidios. A los 7 dias de inoculo, se colectaron las conidios de las cepas crecidas
en luz (A) y se cuantificaron en microscopio utilizando una camara de Neubauer. Se representan los
promedios de los valores + la desviacion estandar de tres experimentos independientes y analizados
con ANOVA (0=0.05).
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7.2.3 Conidiacion inducida por dafio mecanico en cepas Aarg2

Las cepas Aarg2 fueron inoculadas en medio MM complementado con
50mM de L- arginina, y como control la cepa WT inoculada en MM.

En la Figura 14-DM se muestra la respuesta al dafio producido sobre el
micelio de la cepa WT y las mutantes Aarg2-1 y Aarg2-3, en las que se observa la
formacion de conidiéforos y consecuentemente la produccion de conidios
principalmente en las regiones donde se realizaron los cortes. Mientras que en los
controles que crecieron en oscuridad no presenta la generacion de conidios, al no

someterse a una respuesta de estrés como el dafio mecéanico (Figura 14-C).

WT Aarg2-1 Aarg2-3

Figura 14. Produccion de conidios inducidos por dafio mecéanico en las cepas WT y Aarg2.
Medios de cultivo MM con 50mM arginina fueron inoculados con discos de micelio e incubados en
oscuridad durante 36 horas. Posteriormente con un bisturi se realizaron cortes en el micelio en un
cuarto oscuro con luz roja de seguridad y se incubaron por otro periodo de 48 horas. (DM) Dafio

mecanico. (C) Control.
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7.3 Complementacion de la auxotrofia
7.3.1 Complementacion de la auxotrofia en una cepa Aarg2

Se observé que los amplicones generados de las diferentes versiones
corresponden con el tamafo tedrico esperado de cada version corta del gen arg2,
los productos de PCR se denominaron segun su namero de pb rio arriba y rio abajo
del ORF del gen arg2, amplicon 200 (1869pb), 400 (2244pb), 600 (2558pb), 800
(3093pb), 1000 (3451pb) y 1200 (3896pb) (Figura 15).

1000 1200
S~

1kb 200

400 600 800
4000pb —
3500pb — s
3000pb -
2500pb — ;
2000pb - =~ :
1500pb — 2

1000pb — "
.

Figura 15. Amplicones de versiones cortas del gen arg2. Con parejas de oligonucleétidos (Tabla
2) se amplificaron diferentes versiones recortadas del gen arg2. Versiones de amplicones 200, 400,
600, 800, 1000 y 1200 representa el numero de pb rio arriba y rio abajo del ORF y el tamafio tedrico
del amplicon: 200 (1869pb), 400 (2244pb), 600 (2558pb), 800 (3093pb), 1000 (3451pb) y 1200
(3896pb). Para estimar los tamafios moleculares de los productos de PCR se us6 el marcador de
peso molecular 1 kb de Thermo Scientific.

-

Realizada la transformacién para la complementacién de la auxotrofia a
arginina (Figura 16-A), se observo que a partir de la versién de 600 pb rio arriba y
abajo de la region codificante muestra un 23.7% de eficiencia para realizar la
complementacion del mutante (Figura 16-B). Es interesante sefialar que la maxima
eficiencia de complementacién es logrado a partir de la construccién de 800 pb rio

arriba y abajo de la region codificante de arg2.
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Los resultados también indican que las construcciones generadas con las
parejas de oligonucledtidos de 200pb y 400pb no lograron complementar la
auxotrofia, lo que significan en esas versiones cortas ya no contienen todas sus
secuencias regulatorias importantes para la transcripcion del gen arg2 o
probablemente para que recombine en el genoma de la cepa mutante. En la figura
15-A C+, se demuestra la viabilidad de los protoplastos y se comprob6 que el
proceso de transformacion no se vio afectado por la metodologia. Ademas, también
se realiz6 un control negativo (Figura 16-A C-), para validar que la complementacion
fue correcta y que es debido al casete de las versiones recortadas del gen arg2 que
se recupero la capacidad de crecer en MM sin L- arginina (Figura 16).

Nuestros resultados indican que el tamafio minimo viable para la
complementacion y para que las cepas puedan crecen en MM si L- arginina son 600
pb (arg2*-600) rio arriba y rio abajo del marco de lectura abierto del gen arg2,
obteniendo un 23.7% de complementacion, mientras que los fragmentos de 800 pb
(arg2*-800), 1000pb (arg2*-1000) y 1200 pb (arg2*-1200) superan el 90% de

complementacion.
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Figura 16. Complementacién de auxotrofia. (A) Los protoplastos de la cepa Aarg2-5 fueron
transformados con versiones recortadas del gen arg2. C-, Control negativo. C+, control de viabilidad.
arg2-5, los protoplastos de la cepa Aarg2-5 se transformaron con las diferentes versiones del gen
arg2. (B) Datos preliminares cuantitativos de complementaciéon. 100% de complementacién el
numero de transformantes obtenidas con la version 1200 del gen arg2. 0% de complementacion en
las versibn de arg2*-200 y arg2*-400. El amplicon de arg2*-600 mostro un 23.7% de
complementacion, Las cepas con los fragmentos de arg2*-800, arg2*-1000, arg2+-1200 muestran el

porcentaje superior al 90%.
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7.3.2 ldentificacion molecular de complementacion mediante PCR

Para la comprobacion molecular de la complementacion de las mutantes
auxotrofas con el gen arg2, se utilizaron parejas de oligonucleétidos especificos que
se unen en el gen arg2 (Figura 17-A). Las cepas que hayan incorporado el gen arg2
y remplazado por el marcador de seleccion hph mediante una doble recombinacion
homéloga presentaron amplificacion con los oligonucledétidos, ORFarg2-F (Tabla 1)
combinado con Targ2-R-200 (Tabla 2) con un tamafio teorico de 1,686 pb (Figura-
17-B) y Parg-F-200 (Tabla 2) con ORFarg2-R (Tabla 1) tamafio tedrico 2,231 pb
(Figura 17-C).

A
A: 1,686pb
5’ ORFarg2-F +—Targ2-R-200 3
— T s S
N
L pk !
B C
arg2* arg2*
o S S r—i Q ”78 8
kb £ 8 8 8 & s § 8 8 8

Figura 17. Identificacion molecular de complementantes arg2*. (A) Diagrama de PCR para
comprobacion de complementacién. (B) PCR para detectar la complementacion usando los
oligonucleodtidos Parg2-F-200 y ORFarg2-R (1,686 pb). (C) PCR para detectar la complementacion
usando los oligonucleétidos ORFarg2-F y Targ2-R-200 (2,231 pb). Las reacciones de PCR se
hicieron usando ADN gendmico de las cepas indicadas en cada carril de los geles en Ay en B. Para
estimar los tamafios moleculares de los productos de PCR se us6 el marcador de peso molecular 1
kb de Invitrogen.
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7.3.3 Produccion de conidios inducidos por la luz y dafio en las cepas

complementadas

La produccion de conidios estimulada por la luz fue similar entre las cepas
arg2*y la cepa WT, sin mostrar una aparente diferencia significativa en MM sin L-

arginina (Figura 18-A).

Las cepas complementadas arg2* de cada una de las versiones del gen
arg2 fueron sometidas a prueba de dafio mecanico y donde se observd una
respuesta de las cepas arg2* similar a la WT en todas las versiones con los
diferentes tamafos de las complementaciones, 600 pb, 800 pb, 1000 pb, 1200 pb
(Figura 18- B- D). Las cepas arg2*-600, arg2*-800, arg2*-1000 y arg2*-1200
mostraron un anillo de esporulacién al recibir un pulso de luz azul al igual que la
silvestre (Figura 18- B- L), mientras que los controles al mantenerse creciendo en
oscuridad no presentaron esporulacion, solamente desarrollaron micelio tanto en
las cepas arg2* y la cepa WT (Figura 18- B- C). Estos resultados indican que al
regresarles el gen arg2 a las cepas auxotrofas se recuperé el fenotipo silvestre
demostrando la utilidad del gen arg2 como un marcador seleccionable en T.

atroviride.

Las pruebas indican que las cepas arg2*-600, arg2*-800, arg2*-1000 y
arg2*-1200 se comportan como la cepa silvestre en condiciones de un medio
minimo sin L- arginina. Cada cepa complementada con las versiones recortadas del
gen arg2, desde el amplicon mas pequefio de 600pb hasta el amplicén de 1200pb,

mostraron una respuesta comparable a la cepa WT.
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Figura 18. Produccién de conidios inducidas por dafio y luz en cepas complementantes
(arg2+). (A) Produccion de conidios. Las cepas complementadas arg2*-600, arg2*-800, arg2*-
1000, arg2*-1200 no presentaron diferencias significativas comparadas con la cepa WT. Se
representan los promedios de los valores + la desviacion estandar de tres experimentos
independientes, analizados con ANOVA (a=0.05). (B) Conidiacion inducida por dafio y luz. Las
cepas WT y arg2* se crecieron en MM (E) Conidiacion producida por luz constante durante 7 dias.
(D) Conidiacion por dafio mecanico. (L) Generacidén de esporas como respuesta a un pulso de luz

azul. (C) Control, cepas crecidas en oscuridad.
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VIIl. DISCUSION

8.1 Obtencion de mutantes auxoétrofas a arginina

Los métodos para la generacion de mutantes auxotrofas en hongos
filamentos han consistido en técnicas basadas en una mutagénesis saturante, que
no es especifica (Velazques-Robledo et al., 2011; Zhong et al., 2011), lo que
complica su utilidad en proyectos de gendmica funcional. En este trabajo se abordo
la posibilidad de desarrollar una estrategia novedosa que evita generar alteraciones
inespecificas en el genoma de la célula para la implementacién del gen arg2 como
marcador de seleccion, con el objetivo de resolver las problematicas y limitaciones

ya mencionadas.

En una primera aproximacion, las cepas auxotrofas se obtuvieron mediante
la generacion de protoplastos y la técnica de doble recombinacion homdloga, en la
que se utilizé el gen marcador hph para la obtencién de la auxotrofia a arginina, esto
fue necesario para poder remplazar el gen arg2 y seleccionar de una manera rapida
y facil las cepas Aarg2 con la finalidad de caracterizar la funcién del gen arg2 y
ajustar las condiciones experimentales Optimas para la obtencion de mutantes
auxotrofas a arginina como fue determinar la concentracion minima de arginina

capaz de restaurar la auxotrofia.

La especificidad en la obtencion de la mutante auxétrofa se logré mediante
la construccidon de casetes por PCR, que incluye un gen de seleccion hph,
flanqueado por las regiones 5y 3" del gen arg2 necesarias para la doble
recombinacién homéloga. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para la
investigacion debido a su alta especificidad para el estudio de genes concretos
(Derntl et al., 2015).

Hasta este punto no hay diferencia entre la obtencion de mutantes

especificas por la técnica de doble recombinacion homologa, en comparacion con
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trabajos previos Groot et al., 1998; Baek y Kenerley, 1998; Schuster et al., 2012;
Magafa-Ortiz et al., 2013). Ya que estos trabajos también comparten la
especificidad de la técnica en la que un gen marcador de seleccion remplaza el gen

de interés.

8.2 Caracterizacion fenotipica de mutantes auxotrofas Aarg2

Para conocer que precisamente este remplazo fue especifico se llevo a
cabo un escrutinio en el cual se probaron diferentes concentraciones de L- arginina
en el medio, gracias a esta prueba se concluyé que la concentracidon necesaria para
restaurar la auxotrofia es de 50mM de L- arginina en el MM y que por lo tanto las
cepas Aarg2 que crecieron en esta concentracion mostraron un fenotipo
comparable a la cepa silvestre al analizar el crecimiento y la reproduccion asexual

inducida por luz y dafio mecanico.

La importancia de conocer la concentracion de L- arginina que restablece
la auxotrofia es significativa debido a que la auxotrofia es una mutacién condicional,
en la que sin las circunstancias especiales de crecimiento no son las apropiadas se
ve afectada la viabilidad de la cepa auxoétrofa, como se pudo observar en las cepas

Aarg?2 que crecieron en concentraciones de 50mM de arginina.

Mediante las pruebas de crecimiento radial, la generacién de conidios por
respuesta a luz y respuesta a dafio, se determind que solamente se vio afectada la
sintesis de arginina por la eliminacion del gen arg2 mediante el remplazo por doble
recombinacién homologa, sugiriendo que no se dafid ningun otro locus en el

genoma de T. atroviride.

Los resultados obtenidos de estos experimentos de conidiacion inducida
por respuesta a luz y dafio mecanico, en las cepas mutantes auxoétrofas Aarg2
creciendo en un MM suplementado con 50mM de L- arginina no muestran una

diferencia significativa en comparacién de la cepa WT creciendo en las misma
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condiciones de temperatura y luz en MM esto significa que el gen arg2 puede ser
implementado como un marcador de seleccion para estudios de gendémica funcional

en T. atroviride.

8.3 Complementacion de la auxotrofia

Una vez comprobada la respuesta fenotipica de las cepas Aarg2, se
procedio a la implementacion del gen arg2 como un marcador de seleccién, para lo
cual amplicones de versiones cortas del gen arg2 fueron utilizados (Figura 15).
Datos preliminares de la prueba de complementacion mediante los fragmentos de
diferentes tamafios del gen arg2 mostraron que el amplicon de 2.5Kb es el tamafio
minimo para su implementacibn como un marcador de seleccion, ya que este
tamafio es capaz de complementar la auxotrofia a arginina (Figura 16). Sin
embargo, para obtener una maxima eficiencia en la recombinacién homologa en T.
atroviride es mas recomendable usar al menos 800 pb flanqueando el marcador de

seleccioén.

Estos datos preliminares apoyan su implementacion como un marcador de
seleccién con las versiones cortas del gen arg2, siendo el tamafio minimo viable
para esta complementacion la version con 600pb flanqueantes del marco de lectura
del gen arg2. Este fragmento obtuvo un menor porcentaje 23.7% de
complementantes arg2*, comparado con las versiones de 800 pb, 1000 pb y 1200
pb, que mostraron un mayor porcentaje que rondaba el 90%- 100% de

complementacion.

Esta disminucion en el porcentaje del numero de complementantes
obtenidas con el amplicon de 600pb puede deberse a la disminucion de la capacidad
de reconocimiento por parte de las enzimas involucradas en la recombinacion
homologa (Shinohara y Shinohara, 2004), en comparacion a los fragmentos de 800
pb, 1000 pb, y 1200 pb que al poseer regiones flanqueantes de mayor tamafio lo

que puede facilitar que la maquinaria de recombinacion homéloga incremente la
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probabilidad de reconocimiento, obteniendo asi un mayor porcentaje de colonias

complementantes de casi un 100%.

Otra hipotesis puede ser que en la region promotora omitida, en los
amplicones menores de 600 pb se encuantran las secuencias requeridas para la
activacion de la transcripcion de la subunidad pequefia de la CFS-A, por parte los
factores de transcripcion y de la ARN polimerasa (Datto et al., 1995; Rogers et al.,
2001).

Obtenidas las complementantes se compar6 su respuesta de formacion de
conidios generados en respuesta a un pulso de luz y dafio mecanico, asi como el
namero de conidios total generados con la cepa WT, en busqueda de caracteristicas
que difieran de la cepa WT, en cambios que disminuyan la adecuacion, asi como la
perdida en la respuesta adaptativas al estrés en las cepas complementantes. Los
resultados indican que las diferentes pruebas que se realizaron en las cepas arg2*,
no muestran una diferencia significativa en comparacion de la cepa silvestre, incluso
el amplicon de 600pb que mostro un menor porcentaje en el nimero de colonias
complementadas en comparacion de los amplicones mas grandes de 800 pb, 1000
pb y 1200 pb, y mostro caracteristicas de respuesta similares a la cepa WT.

Los datos obtenidos de generacion de la mutantes auxotrofa a arginina
comprueban que el remplazamiento génico por medio de la técnica de doble
recombinacién homdloga se da de una manera especifica, y los datos preliminares
obtenidos siguieren que el gen arg2 puede ser utilizado como marcador de seleccién
utilizando el amplicon de 800pb, ya que al ser este el de menor tamafio y con una
mayor eficiencia de complementacién, que consecuentemente traeria como
beneficios su aplicacion para la busqueda funcional de genes de interés, mediante
la restauracion de la auxotrofia, reduciendo costos el evitar el uso con antibiotico,
inclusive los datos preliminares de las complementacion con las versiones
recortadas del gen, pueden mejorar la metodologia reduciendo el tiempo necesario

para la generacion de las construcciones.
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Las limitantes de este trabajo en comparacién de otros genes aplicados como
marcador de seleccion es que el gen arg2 no es un marcador auxoétrofo
bidireccional, como lo es el gen pyr4 (Gruber et al., 1993) hxkl (Guangtao et al.,
2009) genes marcadores de seleccion que generan mutantes auxotrofas, que si
crecen en un medio enriquecido con acido 5 fluororotico la auxotrofia bidireccional
solo permitirh a las mutantes que hayan remplazado el gen pyr4 de manera
especifica crecer, y las cepas que no hayan remplazado el gen seran incapaces de
crecer en el medio. El gen arg2 no posee esta bidireccionalidad, pero igualmente la
caracterizacion realizada puede emplearse para su aplicacion como una poderosa

herramienta para la obtencion de mutantes especificas.
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CONCLUSIONES

Las cepas auxotrofas a arginina al ser obtenidas médiate doble
recombinacién homoéloga no sufren alteraciones en el fondo genético y la

auxotrofia puede ser revertida en su totalidad con L-arginina.

El gen arg2 es esencial para la sintesis de arginina en T. atroviride sin afectar

otras funciones en la reproduccion asexual y crecimiento.

El tamafio minimo viable del gen arg2 para la complementacién de la
auxotrofia a arginina es de 2.5 kb, que posibilita una reduccién de tiempo y
consumibles para las futuras metodologias.

El gen arg2 puede ser utilizado como un marcador de seleccion para la

investigacion de la funcion de otros genes de interés en T. atroviride.
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X. PERSPECTIVAS
e Generar la auxotrofia a arginina por co-transformacion con el pladsmido
pCB100 utilizando solamente las regiones 5y 3" unidas, sin incluir el

marcador de seleccion hph en el casete.

e Generar doble o triples mutantes con otras auxotrofias como pyr4 y bioB en

T. atroviride para el estudio de varios genes a la vez.
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