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Resumen

El hongo Trichoderma atroviride tiene un genoma atractivo para estudiar micoparasitismo,
metabolismo y fotomorfogénsesis, debido a sus caracteristicas biolégicas distintivas como
capacidad antagonista contra hongos fitopatdgenos, amplio repertorio enzimatico,
conidiacion inducida por luz azul y un efecto promotor de crecimiento en plantas. Andlisis
gendmicos han mostrado genes clave para comprender procesos evolutivos, incluyendo
micoparasitismo e interacciones reciprocas hongo-planta. Hasta la fecha, se han
desarrollado y mejorado diversas herramientas genéticas con el objetivo de descubrir
funciones de genes en hongos filamentosos, a pesar de eso la identificacién de los genes
mutados sigue siendo un cuello de botella en las estrategias de gendmica funcional. En
este trabajo, desarrollamos una nueva estrategia de mutagénesis, basada en la
integracién plasmidica por recombinacion homodloga, facilitando la identificacion de los
genes interrumpidos. El plasmido pCB1004 fue utilizado- para construir una biblioteca
gendmica, la cual contenia fragmentos de ADN de T. atroviride con tamafios entre 0.75 y
1.5 kbp. Después de dos pases monospéricos de cepas transformantes en medio
selectivo con higromicina B, se realizaron pruebas de estabilidad para el marcador de
seleccion, revelando que 224 de 800 transformantes resultaron estables, sugiriendo la
integracion del plasmido en el genoma en el 28% de las transformantes. En orden de
determinar la identidad de las inserciones del plasmido, se implement6 un nuevo enfoque
de identificacion a través de PCR y secuenciacion. Los resultados indicaron que las
inserciones ocurrieron mayoritariamente en eventos independientes Unicos y dobles,
distribuidas al azar a través del genoma de T. atroviride. La caracterizacion fenotipica de
las transformantes a estrés metabdlico, dafio mecénico y ensayos de fotoinduccion
permitié determinar funciones génicas previamente no descritas en cepas mutantes con
un crecimiento muy reducido (ID proteinas: 52977 unién a metales de transicion, 143930
modificacion: 'y procesamiento de RNA, 317064 actividad de transporte, 33929
remodelaciéon de la cromatina, 298021 funcién desconocida y 233373 actividad de
transporte) y afectadas en fotoconidiacion (48079 péptido sintetasa no ribosomal, 81320
actividad catalitica, 39327 actividad de transporte, 173440 plegamiento de proteinas,
307447 ubiquitina ligasa y factor de corte y empalme del ARNm ). En conjunto, nuestros
datos proveen evidencia del potencial promisorio de esta estrategia de mutagénesis,
siendo una de sus mejores bondades la rapidez y facilidad para identificar el gen

afectado.
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Abstract

The fungus T. atroviride has an attractive genome to study mycoparasitism, metabolism
and photomorphogenesis, due to its antagonistic capacity against many phytopathogenic
fungi, enzymatic repertoire, light-induced sporulation and its plant-growth promoting effect.
Genomic analyses have shown key genes to understand evolutionary processes, including
mycoparasitism and reciprocal fungi-plant interactions. Until now, several genetic tools
have been developed and improved in order to discover gene function in filamentous fungi,
nevertheless identification of the mutated genes still represent a bottleneck in functional
genomics strategies. In this work, we develop a novel mutagenesis approach, based in
plasmid integration by homologous recombination, facilitating the identification of affected
genes. Plasmid pCB1004 was used to construct a genoemic bank, containing T. atroviride
fragments with size among 0.75-1.5 kbp. After two monosporic cultures in selective media
with hygromycin B, stability tests for the selection marker were performed, revealing that
224 out of 800 transformants were stable, suggesting that the plasmid was integrated in
the genome in 28% of the transformants. In order to determine identity of plasmid
insertions, a novel identification approach was implemented using PCR and sequencing.
The results indicated that insertions occurred mainly in single and double independent
events, distributed randomly through the genome of T. atroviride. The phenotypic
characterization of the. transformants under metabolic stress, mechanical injury and
photoinduction assays, allowed determine genic functions previously undescribed in
mutant strains with impaired growth (protein ID: 52977 transition metal ion binding protein,
143930 RNA processing and modification, 317064 transport activity, 33929 chromatin
remodeling, 298021 unknown function y 233373 transport activity) and photoconidiation
(48079 non-ribosomal peptide synthetase, 81320 catalytic activity, 39327 transport activity,
173440 protein folding, 307447 ubiquitin ligase and mRNA splicing factor). Altogether, our
data provide evidence of the promissory potential of this mutagenesis strategy, being one

of the advantages the quick and easy identification of the mutated gene.

Keywords: T. atroviride, insertional mutagenesis, homologous recombination, DNA

library, transformation efficiency, gene disruption.
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1. Introduccién

La especie saprofita, micoparasita y simbionte de plantas T. atroviride es globalmente
valorada en la agricultura, debido a su efecto promotor de crecimiento en plantas, su facil
manipulacién microbiolégica y su habilidad para mantener bajo control poblaciones de
hongos fitopatdgenos mediante compuestos antibiodticos, competencia por nutrientes y
parasitismo (Reithner et al., 2011). Asimismo, ha representado un buen modelo para el
estudio de esporulacién asexual inducida por luz azul (Schmoll et al, 2010) y
regeneracion de las hifas tras dafio mecanico (Hernandez-Ofate et al.; 2012). Ademas,
debido a su extendida presencia en ambientes con condiciones con tan-poca similitud y
estilos de vida variables, también constituye un excelente organismo para estudios

evolutivos de ecologia y diversidad (Kubicek et al, 2008).

Actualmente, existen varias técnicas de manipulaciéon genética a gran escala aplicables
en Trichoderma spp., Utiles para estudios de estructura-funcion génica que han permitido
comprender mejor procesos complejos como.-micoparasitismo, interacciones planta-
hongo, vias de sefializacion alteradas bajo diversos estimulos y diversidad metabdlica.
Entre las estrategias de mutagénesis. aleatoria destacan las basadas en integracion
mediada por enzimas de restriccién (REMI; Xu et al., 2005), transformacion mediada por
Agrobacterium (AMT; Wang y 'Li, 2008), knockout génico mediado por transposones
(TAGKO; Firon et al., 2003) y mutagénesis quimica o por luz UV (Bose, 2014). Sin
embargo, los anteriores sistemas tienen como desventajas demandar mucho tiempo y
esfuerzo para la optimizacion del sistema, variabilidad en la eficiencia de transformacion y
una relativamente complicada identificacion de las secuencias alteradas (Wang et al.,
2017), lo cual vuelve un reto descubrir la funcion de un gran namero de genes en un

periodo corta de tiempo (Mukherjee et al., 2013).

Los sistemas de mutagénesis basados en recombinacion homdloga en hongos
filamentosos se consideran como poco eficientes, ya que se piensa que las integraciones
ocurren de forma ilegitima a pesar de contener secuencias con un gran porcentaje de
identidad, significando asi un obstdculo para la manipulacion genética (Herrera-Estrella,
1990; Haber, 1999). Ahora, es sabido que secuencias con alta homologia son
incorporadas principalmente por el sistema de recombinacion homéloga generando asi

transformantes estables en el hongo T. atroviride (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, en

10



preparacion). Adicionalmente, en hongos filamentosos no han sido desarrolladas

estrategias basadas en integraciones por recombinacion homéloga a gran escala.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se implementé un nuevo sistema de
mutagénesis insercional aleatoria dirigida por recombinacion homologa en T. atroviride,
utilizando el vector pCB1004 con fragmentos clonados provenientes del genoma del

mismo hongo, con el objetivo de producir transformantes estables.
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2. Antecedentes

2.1 Trichoderma spp

El género Trichoderma (teleomorfo Hypocrea) comprende a hongos ascomicetos
filamentosos esporulantes encontrados en practicamente cualquier lugar con material
vegetal en descomposicion (Jaklitsch, 2009). Sus integrantes presentan = un
comportamiento saproéfito y antagonista contra hongos fitopatdgenos ~de interés
agroeconomico, debido a la produccion de moléculas bioactivas que participan en la
inhibicion de éstos, micoparasitismo y competencia por nutrientes (Viterbo y Horowitz,
2010; Reithner et al., 2011). Ejemplos de los anteriores son T. atroviride, T. virens, T.
harzianum y T. asperellum, los cuales son utilizados como agentes de biocontrol contra
Botrytis cinérea y Rhizoctonia solani, dos de los principales-hongos fitopatégenos (Benitez
et al., 2004).

La primera descripcion realizada del género Trichoderma se realiz6 como Hypocrea en su
ciclo de vida sexual por Elias Fries , basandose en otro hongo de esporas hialinas,
Sphaeria rufa Pers. Fr. (1825). El estadio teleomorfo usualmente es reconocido por
presentar peritecia embebidos en estroma carnoso con tejido pseudoparenquimatoso o
hifas sumamente compactadas y presenta ocho ascosporas septadas que se desarticulan
en el desarrollo temprano, lo cual origina ascas con 16 ascosporas parciales (Chaverri y
Samuels, 2003). Hypocrea tiene bastante similitud con el género Podostroma en sus
caracteristicas morfolégicas y ecologicas, la Unica diferencia subyace en el estroma
estipitado del primero (Rossman et al.,, 1999). El anamorfo, por otra parte, presenta
fidlides hialinas formadas por ramificaciones denominadas conidiéforos que poseen
conidia que van de elipsoidales a ligeramente oblongas, generalmente lisas y raramente
ornamentadas, cuyo color comunmente es verde o hialino y menos frecuentemente
amarillo (Chaverri y Samuels, 2003). Existe la posibilidad de que también se formen

clamidosporas globosas localizadas en la punta hifal (Samuels et al., 2000).

Los integrantes del género Trichoderma se han convertido en importantes colonizadores
de lugares con un amplio rango de condiciones ambientales, por lo que son considerados

componentes predominantes de la micobiota del suelo en diferentes ecosistemas, que
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incluyen campos de agricultura, marismas, pastizales, bosques, desiertos y praderas
(Klein y Eveleigh, 1998). Dada su gran adaptabilidad ecologica el género representa un
buen modelo para emprender estudios de diversidad y ecologia (Kubicek et al, 2008).

2.1.1 Asociacion planta-hongo

Indudablemente, el género Trichoderma se encuentra entre los hongos mas importantes
en términos de impacto biotecnoldgico en la agricultura, puesto que se ha encontrado que
ciertas cepas de Trichoderma asociadas a la rizésfera tienen un efecto benéfico en el
crecimiento, productividad, toma de nutrientes, resistencia a estrés abibtico, tasa de
germinacion de las semillas e induccidn de la resistencia sistémica y local en plantas al
ser simbiontes oportunistas (Hermosa et al., 2011; Shoresh et al., 2010; Bae et al., 2009;
Salas-Marina et al., 2015). El conjunto de efectores secretados por T. atroviride y T. virens
puede variar de acuerdo con la presencia de una determinada planta u hongo huésped,
con la capacidad de distinguir entre cepas de una misma especie (Guzman-Guzman et
al., 2017)

La presencia de los hongos en las raices esta sustentada por los polisacaridos altamente
hidratados de la capa mucilaginosa y por los mono- y disacaridos excretados por las
plantas en la zona micorrizal (Hermosa et al, 2012). La sacarosa es un recurso clave
excretado por la planta que favorece la colonizacion de Trichoderma, el desarrollo de
mecanismos de defensa y un aumento en la tasa de fotosintesis de la planta (Vargas et
al, 2009). La colonizacion del anterior esta mediada por hidrofobinas, proteinas tipo-
expansina y enzimas degradadores de la pared celular (CWDE, Cell-wall-degrading
enzymes).. Asimismo, la colonizacion de la raiz es dependiente de la capacidad de cada
cepa para tolerar el microambiente que acumula moléculas antimicrobianas vy
deposiciones en la pared celular de calosa y celulosa, los cuales previenen la entrada de

Trichoderma a la estela vascular (Yedidia et al., 1999).

La induccion de la defensa en plantas se produce mediante patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs) y/o patrones moleculares asociados a microbios
(MAMPSs). Entre las proteinas MAMPs producidas por Trichoderma spp se encuentran
xilanasas, celulasas, tipo-expansinas Swollenina TasSwo, endopoligaracturonasa, las

cuadles desencadenan la biosintesis de etileno, acido sialico, induccion de defensa local y

13



resistencia sistémica inducida (Martinez et al., 2001; Rotblat et al., 2002; Djonovic” et al.,
2006; Brotman et al., 2008; Moran-Diez et al., 2009). Adicionalmente, se sabe que varias
cepas del género tienen efectos benéficos en el crecimiento de plantas como el rdbano,
pimiento, pepino y jitomate (Baker et al., 1984; Chang et al., 1986), ademas de aumentar
el desarrollo de raices, potenciar la biodisponibilidad de P y Fe, crecimiento de pelos
radiculares y el rendimiento de los cultivos y area foliar en determinadas plantas (Harman,
2000; Yedidia et al., 2001).

2.1.2 Aplicaciones industriales

Trichoderma spp. son buenas colonizadoras de ambientes y eficientes degradadoras de
una amplia variedad de sustratos (Schuster y Schmoll, 2010), propiedades reflejadas en el
vasto arsenal enzimético de especies como T. harzianum, T. reesei y T. atroviride,
mostrando buenos rendimientos en la degradacion ‘de lignocelulosa y produccion de
bioetanol, razén por la cual son explotadas por la industria textil, de detergentes y
papelera (Horta et al.,, 2018). Por lo anterior, son consideradas biofabricas con gran
potencial industrial. Debido a que algunas_cepas son generalmente reconocidas como
seguras (GRAS) por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los
Estados Unidos, otras aplicaciones industriales incluyen la expresion de proteinas
heterélogas, uso en la fabricacion de cerveza (Kunamneni et al., 2014), maceracién de
frutas en la produccion de jugo y algunos aditivos alimentarios (Nevalainen et al., 1994 y
2005).

2.1.3 Agente de biocontrol

El término “biocontrol” se refiere a la reduccion o control de la poblacion de una plaga
efectuada por un organismo natural (van den Bosch, 1982). Practicamente todos los
fitopatégenos son susceptibles al biocontrol. El uso de Trichoderma spp como antagonista
de fitopatbgenos ha sido explotado en el sector agricola desde que en los 1930s se
realizd el primer reporte como agente de biocontrol (Weindling, 1932). Sin embargo la
competencia en la rizésfera, un término vinculado que se refiere a la competencia por
nutrientes y colonizacion de las raices de plantas, se acuiié desde 1987 para cepas de
Trichoderma (Ahmad y Baker, 1987). Adicionalmente, se piensa que la competencia tan

eficiente por parte de las especies de Trichoderma es el factor mas importante para
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prevenir la infeccién por fitopatégenos (Verma et al., 2007), dado que las primeras son
consideradas como competidoras agresivas y eficientes movilizadoras de nutrientes en la
rizosfera (Cuervo-Parra et al., 2014). Las especies de dicho género pueden controlar y
antagonizar un amplio rango de hongos fitopatdgenos como Fusarium spp., Phytophthora
spp., ¥y Rhizoctonia spp. , bacterias y virus (Yedidia et al., 2003; Harman, 2006).

El tipo de interaccién que consiste en que un hongo ataque directamente a otro hongo se
denomina micoparasitismo. El micoparasitismo de Trichoderma es un proceso complejo
en el que se piensa que las enzimas proteoliticas, quitinoliticas y las B-1,3-glucanasas
juegan un papel crucial (Kamala y Devi, 2012). El proceso micoparasitico inicia cuando se
establece un contacto con el huésped mediado por la unién de carbohidratos del huésped
y lectinas presentes en la pared celular de Trichoderma spp, seguido-de enrollamiento y
formacion del apresorio, el cual funge como “taladro” de la pared celular del huésped
(Omann y Zeilinger, 2010). Posteriormente, las especies de Trichoderma tienen la
habilidad de reconocer las sefiales provenientes del huésped, las cuales activan la
penetracién de las hifas del micoparasito dentro del lumen del hongo hospedero (Kubicek
y Druzhinina, 2013), y el crecimiento hifal del huésped es inhibido por enzimas
extracelulares. Finalmente, la multiplicacion de Trichoderma ocurre en el interior celular
(Lu et., 2004).

Otra forma de limitar las poblaciones de fitopatégenos es a través de la producciéon y
secrecion de metabolitos con. capacidades antimicrobianas donde es dispensable el
establecimiento de contacto fisico, proceso denominado “antibiosis”. La antibiosis inicia
cuando Trichoderma produce antibiéticos o compuestos difusibles de bajo peso molecular
que retardan el crecimiento del patdgeno. Algunos de los compuestos téxicos para
fitopatégenos volatiles y no volatiles producidos por Trichoderma spp incluyen la tricolina,
massoilactona, acido heptelidico, gliovirina, 6-pentil- a-pirona, acido harzianico,

glisopreninas y peptaiboles (Qualhato et al., 2013).

2.1.4 Modelo de estudio de conidiaciéon inducida por luz azul

La radiacion electromagnética emitida por el sol tiene diversos efectos sobre los seres

vivos, dependiendo de la cantidad de energia y el tiempo de exposicion; por una parte
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puede ser dafina en la células, provocando mutaciones por medio de la dimerizacién de
pirimidinas y produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Schmoll et al., 2010), y
por otra parte puede ser informativa, orquestando diversos procesos celulares para
modular el comportamiento (Herrera-Estrella y Horwitz, 2007; Tisch y Schmoll, 2009). En
Trichoderma spp. el primer reporte del efecto de la luz se realiz6é cuando se observo que
crecian en forma miceliar en oscuridad, y con un pulso corto de luz se desencadenaba la
produccion de conidia color verde oscuro (Gutter, 1957), por lo que actualmente es
utiizado como un modelo fotomorfogénico (Schmoll et al., 2010). Hay dos genes
indispensables para la conidiacion estimulada por luz y la expresion de genes regulada
por luz azul, los cuales son blir-1 y bir-2 (Casas-Flores et al., 2004). Los anteriores son
genes gue codifican proteinas que fungen como fotorreceptor heterodimérico, homélogas
a las White-Collar (WC) de Neurospora crassa (Liu et al., 2003). La proteina BLR-1 posee
un dominio de unién a ADN y tres dominios PAS, uno de los cudles tiene un dominio
sensor LOV (Light-Oxygen-Voltage) indispensable para interactuar con el croméforo FAD
(Casas-Flores et al., 2004; Rosales-Saavedra et al:, 2006). Ademas, las proteinas BLR-1
y BLR-2 también tienen funciones independientes de la'luz como conidiacién inducida por
limitacion en la fuente de carbono y por adicion'de cAMP en oscuridad (Casas-Flores et
al., 2006).

2.2 Estrategias de mutagénesis en hongos filamentosos

Los analisis gendmicos-de T. reesei, T. atroviride y T. virens revelaron genes Unicos en
estos organismos, mostraron evidencia acerca de los procesos evolutivos del
micoparasitismo e interaccion bidireccional planta-hongo y permitieron el estudio funcional
de genes en una forma global (Mukherjee et al., 2013). Aunado a lo anterior, el uso de
herramientas para la manipulacion genética ha permitido realizar modificaciones dirigidas
hacia genes especificos, evidenciando asi su funcionalidad y los mecanismos de
regulacion, ademads de la produccibon de mutantes con caracteristicas
biotecnol6gicamente deseables (Li et al., 2017). Sin embargo, sigue siendo un reto
descifrar la funcién de un vasto numero de genes de un organismo en un lapso corto de

tiempo (Mukherjee et al., 2013).

Estrategias para generar mutaciones al azar o dirigidas en el ADN han sido desarrolladas

utilizando diversas herramientas de manipulacion gendmica en hongos filamentosos
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(Wang et al.,, 2017). Algunas de las técnicas de mutagénesis aleatoria incluyen los
métodos REMI (Xu et al., 2005), AMT (Wang y Li, 2008), TAGKO (Firon et al., 2003) y
mutagénesis quimica o por luz UV (Bose, 2014). Por otra parte hay técnicas que
ocasionan mutaciones dirigidas entre las cuales estan las basadas en insercién por
recombinacion homologa, edicion génica mediante el uso de la recombinasa Cre y los
sitios LoxP (Sistema Cre/LoxP; Forment et al., 2006), el método de nucleasa efectora tipo-
activador de transcripcion (TALEN) y los sistemas de edicion basados en la proteina Cas9
y las regiones de repetidos palindromicos cortos regularmente interespaciados y
agrupados (CRISPR/Cas9; Liu et al., 2015). Las principales desventajas de los sistemas
de mutagénesis al azar REMI, AMT vy por radiacion UV son: i) variabilidad de la eficiencia
dependiente de la concentracion y tipo de enzimas de restriccion; ii). gran demanda en
tiempo por la optimizacion de mdultiples pardmetros para alcanzar una alta eficiencia de
transformacion; i) una complicada identificacion de - los = sitios de mutacién,

respectivamente (Wang et al., 2017).

2.2.1 Mutagénesis aleatoria

2.2.1.1 Mutagénesis fisica y quimica

Entre las primeras estrategias utilizadas para estudiar la funcién génica se encuentra la
mutagénesis fisica por exposicion a radiaciéon UV, rayos X, radiacibn gamma y a quimicos
como etil metano sulfonato’ (EMS), N-metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) y dietil
sulfato (Chand et al., 2005; Wu et al., 2014). Las estrategias de mutagénesis por
transposones, por enzimas de restriccion y mediada por Agrobacterium tumefaciens
presentan una desventaja frente a la mutagénesis quimica y fisica, ya que muchas de las
mutaciones que pueden arrojar informacion utii no pueden ser investigadas con
inserciones, sino con mutaciones puntuales que pueden evidenciar la importancia de un
aminoacido esencial para que la proteina sea funcional, o bien la importancia de una
determinada base para la regulacion transcripcional y traduccional (Bose, 2016). La
exposicion a los quimicos previamente mencionados puede provocar dafios en el ADN
gue llevan a cambios en una sola base o deleciones. La incidencia de radiacion UV sobre
el ADN puede directa o indirectamente inducir dafio en éste por medio de ROS (lkehata y
Ono, 2011), pudiendo ser aleatorias y con algunas zonas mas susceptibles a sufrir

cambios, “hot spots”, cerca del origen de replicacién (Miller, 1972).
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En hongos, se han realizado varias estrategias de mutagénesis quimica y fisica con
buenos resultados en orden de mejorar la produccibn de un metabolito, como la
produccion de xilanasas en A. brasiliensis y Penicillium digitatum (Burlacu et al., 2017), o
con el objetivo de hacer una especie mas resistente al efecto de un fungicida en
Lecanicillium attenuatum (Xie et al., 2016) y para mejorar la capacidad antagénica frente a
hongos fitopatdgenos en algunas especies de Trichoderma (Rashmi et al., 2016).

2.2.1.2 REMI

REMI es una estrategia de mutagénesis en la que el ADN no homoélogo se transfiere al
genoma de la célula huésped por medio de enzimas de restriccion. El método consiste en
transformar al organismo blanco con un plasmido linearizado junto con enzimas de
restriccion que producen extremos compatibles entre el ADN gendémico y el plasmido,
dando lugar a una integracién en un sitio de reconocimiento de la enzima de restricciéon
(Kahmann y Basse, 1999). En un principio la estrategia fue disefiada para Saccharomyces
cerevisiae (Schiestl y Petes, 1991). En el primer organismo, la estrategia presenta
variacién en funcién de qué enzimas de restriccion son utilizadas para cortar el ADN del
huésped. Los genes mutados son identificados mediante PCR posterior a la recuperacion
del plasmido mediante escision, recircularizacién y transformacién en Escherichia coli
(Wang et al.,, 2017; Figura 1). Ha sido uno de los métodos de eleccion para la
identificacion de genes ‘asociados a patogenicidad de hongos fitopatbgenos como
Colletotrichum gloeosporioides (Park y Lee 2013), Rosellina necatrix (Attri et al., 2017),
Magnaporthe grisea (Shi y Leung 1995), Fusarium oxysporum (Imazaki et al. 2007). En
otros hongos como Pleurotus eryngii (Noh et al. 2010) y Monacrosporium sphaeroides (Xu

et al. 2005) también se ha realizado esta estrategia.
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Figura 1. Transformacion REMI y recuperacién del plasmido. A) El plasmido REMI (RP)

contiene un marcador de seleccion para el hongo y uno bacteriano con el fin de recuperar el

plasmido. B).El RP linearizado se transfiere en células del hongo junto con la enzima de restriccion

(BamHl), lo cual genera dos sitios de corte en el plasmido y en el cromosoma. C) Los extremos

expuestos de los dos sitios digeridos se unen por complementariedad y se ligan. D) La

recuperacion del pldsmido se realiza mediante escision del genoma que contiene secuencias que

flanquean el sitio de inserciébn (en este caso Mlul) y se circulariza con una ligasa de ADN.

Finalmente se transforma E.coli y se amplifica la secuencia de identidad desconocida. (Imagen

modificada de Wang et al., 2017).
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2.2.1.3 AMT

La estrategia AMT se basa en el uso de la bacteria gram-negativa del suelo A.
tumefaciens, la cual genera tumores en las heridas de plantas dicotiledoneas infectadas.
Durante la induccién de tumores la bacteria transfiere a la planta parte de su plasmido Ti,
el T-DNA, flanqueado por repetidos imperfectos de 25 pb (Michielse et al., 2005). La
insercion del T-DNA en el genoma de la planta ocurre en sitios aleatorios y es
dependiente de la expresion de un conjunto de genes de virulencia (vir) presentes en el
plasmido Ti (Zhu et al. 2000; Figura 2). Los genes vir son inducibles por compuestos que
secretan las plantas debido a las heridas, como la acetosiringona. El sistema se adapté
primeramente en plantas, luego se utilizé en S. cerevisiae (Piers et al. 1996), y finalmente

se exploté en hongos filamentosos (de Groot et al., 1998) y células.de mamiferos.

Célula del hongo

A. tumefaciens

T-DNA VI'Cl\\\

.
- virD1/D2
" -
L J
Complepo T
..
W
we, a0 |
‘» Vird pate ’
SVirEY/E2 ¢ Proteinas del hospedero?

Aziicames

Acetosnngonas

Figura 2. Estrategia AMT de transferencia del T-DNA en hongos filamentosos. Los genes vir
se transcriben.en presencia de acetosiringona y azucares en el medio extracelular. Las proteinas
VirA y VirG se activan en la presencia de acetosiringona y la proteina ChvE interactda con la
proteina VirA..Posteriormente, un grupo fosforilo se transfiere de la proteina VirA a la proteina VirG,
la cual funciona como activador de la transcripcién. virG es autoinducible y activa también a otros
genes de virulencia. Las proteinas VirD2 y VirD1 escinden una de las cadenas flanqueadas por los
repetidos, lo cual conduce a la liberacidn del T-DNA. El sistema de secrecidn tipo IV se encarga de
transferir el T-DNA, donde participan las proteinas VirB (poro) y VirD (mediadora). El T-DNA es
transferido junto con las proteinas VirF, VIrE1/E2 y se integra de manera aleatoria en el genoma
del hongo. Se desconoce la participacion de las proteinas del huésped. (Imagen modificada de
Michielse et al., 2005).
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Entre los hongos que han resultado eficientemente transformados con el sistema AMT
estan Aspergillus awamori (Gouka et al., 1999), A. niger, F. oxysporum (Mullins et al.,
2001), T. reesei, Colletotrichum gloeosporoides, N. crassa y Agaricus bisporus (Chen et
al., 2000). Para la identificacion de las secuencias adyacentes alteradas por el pladsmido
Ti, se realiza una PCR termal de entrelazado asimétrico (TAIL-PCR), haciendo uso de
oligonucleétidos especificos anidados con una temperatura de fusiébn (Tm) alta en
reacciones consecutivas junto con un oligonucleoétido arbitrario degenerado (AD) con una
Tm baja (Liu y Chen, 2007). La técnica permite transformar células fungicas en forma de
protoplastos, hifas, esporocarpos y esporas (Wang et al., 2017). Generalmente, se
obtienen una eficiencia de transformacion y un porcentaje de inserciones Unicas mayores

en este método en comparacion con la estrategia REMI (Rogers et al.;-2004).

2.2.1.4 TAGKO

El enfoque TAGKO es una estrategia de mutagénesis desarrollada con el objeto de cubrir
gran parte del genoma en hongos filamentosos. Los transposones han sido utilizados para
generar mutaciones génicas, debido a su facilidad de transferencia entre células del
huésped. De manera general, en esta técnica de mutagénesis se crean templados de
secuenciaciéon de genes mediante transposicion in vitro (IVT) dentro de librerias de
césmidos (Hamer et al.,, 2001; Figura 3). La frecuencia de mutaciones inducidas por
inserciones dirigidas hacia genes especificos es mayor con la estrategia de vectores
césmidos TAGKO que con vectores de interrupcion de genes convencionales (Hamer et
al., 2001). El sistema se desarroll6 primero en Magnaporte grisea, y posteriormente se
implementé en A. niger con el transposén no autonomo Vader (Hihlal et al., 2011). Otros
hongos filamentosos en los cuales se han utilizado enfoques similares son Penicillium
griseoroseum (de Queiroz y Daboussi 2003), Aspergillus fumigatus (Firon et al., 2003) y
Mycosphaerella graminicola (Adachi et al., 2002).
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Figura 3. Knockout génico arreglado por transposones. La transposicion in vitro (IVT) requiere
de un ADN receptor y un transposon con su respectiva transposasa, El transposon contiene el gen
hph, el cual confiere resistencia a higromicina en hongos filamentosos y E. coli. El ADN receptor
consiste en clonas de un césmido, que contiene sitios de restriccién para endonucleasas homing
que flanquean el sitio de clonacion y el gen de B-lactamasa. Los productos de la IVT son
transformados en E. coli y los sitios de insercion del transposoén individuales se determinan por
secuenciacion. Los vectores que contienen una insercién de transposdn apropiada son digeridos
con endonucleasas homing para liberar los insertos completos para la transformacion. La distincion
de eventos de insercion dirigida (TI) y ectopica (El) se lleva a cabo por andlisis de PCR.(Imagen
modificada de Hamer et al., 2001).
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2.2.2 Mutagénesis dirigida

2.2.2.1 Sistema Cre-loxP

Esta técnica aparece como una alternativa de ingenieria genética en hongos en respuesta
a la necesidad de nuevos marcadores de seleccion, ademas de los comunmente
utilizados (por ejemplo: gen de resistencia a higromicina B, hph; gen de resistencia a
piritiamina, ptrA; y gen de resistencia a fleomicina). La recombinasa Cre es parte de la
familia de las integrasas del bacteriéfago A, la cual se une covalentemente a dos sitios
loxP de 34pb y cataliza la recombinacion entre estos (Pinkney et al., 2012). El sistema ha
sido empleado para remover marcadores de seleccion (reciclaje), por.lo. gue este tipo de
sistema puede ser usado para manipulaciones multigénicas. Ademas, ha servido para
estudiar la funcién génica en hongos como P. oxalicum (Jiang et al., 2016), T. reesei
(Steiger et al., 2011), S. cerevisiae (Yamagishi et al.,<2008), y especies de Aspergillus
(Forment et al., 2006). El sistema FLP-FRT derivado de la levadura S. cerevisiae es muy
parecido al sistema Cre-loxP, con la diferencia que en este caso se usa la recombinasa
FLP vy los sitios FRT , obteniendo resultados positivos en P. chrysogenum (Kopke et al.,
2010), Ustilago maydis (Khrunyk et al., 2013) y Acremonium chrysogenum (Bloemendal et
al., 2014).

2.2.2.2 TALEN

Los efectores tipo-activador de transcripcion (TALE) fueron descubiertos en el género
fitopatégeno Xanthomonas y se reconocieron como proteinas con la capacidad de
modular la actividad de la planta hospedera (Cermak et al., 2011). Han sido empleados
como herramientas moleculares artificiales, ya que ocasionan cortes en la doble cadena
de ADN (DSB) y posteriormente modifican el genoma con la ayuda de una nucleasa, por
lo que se consideran invaluables editores génicos en varios organismos (Joung y Sander,
2012). Un dominio repetido TALE, que funge como modulo de unién al ADN, y la nucleasa
no especifica Fokl, que sirve como mdédulo de corte al ADN, conforman en conjunto el
sistema TALEN (Figura 4). Los repetidos TALE se componen de una secuencia de 34
amino&cidos, que no considera el repetido di-residuo variable (RVD) que generalmente
abarca el 12vo y 13vo aminoé&cido. El reconocimiento de base nitrogenada depende de
los RVD especificos: NI=A; NG=T; NN=G; HD=C (Joung y Sander, 2013).
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Adicionalmente, existe una variacion de la técnica denominada Platinum TALEN, que
incluye cambios en los repetidos di-residuo no variables (en la posicion 4 y 32 de la
secuencia de amino&cidos), con la cual se obtiene mayor actividad endonucleasa
(Sakuma et al.,, 2012). En hongos filamentosos, la anterior técnica solamente se ha
implementado en Pyricularia oryzae (Arazoe et al., 2015) con excelentes resultados. Sin
embargo, sigue siendo un reto y una desventaja clonar una gran cantidad de secuencias
repetidas (Gaj et al., 2013).
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Figura 4. Estructuras TALE y TALEN. A) Estructura de un TALE encontrado en la naturaleza.
Una secuencia consenso repetida que contiene un RVD (subrayado) que determina la secuencia
nucleotidica reconocida. Debajo se muestran los RVD mas comunes con sus nucleétidos de
reconocimiento asociados. B) Estructura de un TALE fusionado a la proteina endonucleasa Fokl
(TALEN). Se necesita un homodimero TALEN para cortar el ADN blanco. NL, sefial de localizacion
nuclear; AD, dominio de activacion de la transcipcion; B, sitio de reconocimiento BamHlI; S, sitio de

reconocimiento Sphl. (Imagen modificada de Cermak et al., 2011).
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2.2.2.3 CRISPR/Cas

Los sistemas CRISPR/Cas son parte de la maquinaria adaptativa inmunitaria de bacterias
y arqueas. Durante una infecciébn por un fago, éste introduce su ADN al interior del
hospedero, el cual se almacena en un arreglo CRISPR, de modo que tras un segundo
encuentro con el mismo ADN del fago, se sintetiza un ARN CRISPR maduro (crRNA)
seguido de un RNA transactivador (tracRNA) con afinidad por la endonucleasa Cas9, y en
conjunto degradan el ADN del fago por complementariedad (Hsu et al., 2014). Se han
encontrado tres distintos tipos de sistemas CRISPR/Cas que se distinguen por las
proteinas Cas involucradas. En los sistemas tipo | y Il participan varias proteinas Cas y
presentan mayor complejidad, por lo que el sistema tipo Il hallado' en' Streptococcus
pyogenes es ampliamente utilizado gracias a su facil manipulaciéon (Makarova et al.,
2011).

El sistema CRISPR/Cas tipo Il consiste en dos componentes, la endonucleasa Cas9 y el
ARN guia corto (sgRNA) sintético, que a su vez se compone de 20 nt de la secuencia
blanco unida a una estructura scaffold de aproximadamente 80 nt, necesaria para la union
con la proteina Cas9, donde el tracrRNA y el crRNA conforman la estructura scaffold
(Jinek et al., 2012; Figura 5). La homologia de secuencia dada por el sgRNA otorga
mucha especificidad. Los sistemas CRISPR/Cas9 son dependientes de un motivo
adyacente de protoespaciador (PAM) y actian hasta 6 pb de distancia del blanco (Wang
et al.,, 2017). Para que la edicion gendmica sea efectiva usando este sistema, es
necesario que la endonucleasa y el sgRNA estén presentes en el nlcleo. Las estrategias
para lograr lo anterior _incluyen la transformacion e integracién de las secuencias que
codifican el sgRNA 'y la proteina Cas9 dentro del genoma, la transformacién del gen que
codifica para Cas9 y posteriormente la transformacion del sgRNA sintetizado in vitro, y la
transformacion del complejo ribonucleoproteico CRISPR/Cas9-sgRNA (Schuster vy
Kahmann, 2019). Algunos grandes problemas para implementar exitosamente este
sistema en hongos y otros organismos son la correcta produccion, localizacion y
funcionamiento del sgRNA, expresion de la proteina Cas9 y eficiencia en la edicion
(Schuster y Kahmann, 2019).

La primera aplicacion del CRISPR/Cas9 como herramienta de edicion génica en hongos

filamentosos se realizé en T. reesei para interrumpir el gen ura5, optimizando el uso de
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codones especificos y produciendo el ARN in vitro (Liu et al., 2015). Desde entonces,
dicha herramienta se ha utilizado en los géneros Aspergillus (Ngdvig et al., 2015),
Penicillium (Pohl et al., 2016), Neurospora (Matsu-ura et al., 2015), Alternaria (Wenderoth
et al., 2017), Magnaporthe (Foster et al., 2018), Phytophthora (Miao et al., 2018), Ustilago
(Schuster et al., 2016), Sclerotinia (Li et al., 2018), Fusarium (Wang et al., 2018) entre
muchos otros.
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Figura 5. Plataforma de edicion génica de CRISPR/Cas9. A) El sgRNA se une a la
endonucleasa Cas9 y genera una DSB en la secuencia blanco del genoma, que consiste en una
secuencia de aproximadamente 20pb complementaria al protoespaciador del sgRNA y a una
secuencia PAM. B) El mecanismo de reparacion del ADN que sigue a la produccion del DSB por la
ribonucleoproteina sgRNA-Cas9, puede ser por union de extremos no homoélogos (NHEJ) o por

recombinacion homologa (HR). (Imagen modificada de Shi et al., 2017).
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2.3 Integracién de ADN exdgeno en hongos filamentosos: NHEJ vs HR

La interrupcion génica dirigida mediada por recombinacion homéloga es una técnica
comunmente utilizada como herramienta molecular en hongos. Su eficiencia es
dependiente de la competencia entre dos sistemas de reparacién: recombinacion
homdloga (HR) y unién de extremos no homadlogos (NHEJ). Cuando se presenta un DSB,
la via NHEJ predomina sobre la via HR en la mayoria de los eucariotas multicelulares
(Zhang et al., 2007), mientras que en S. cerevisiae ocurre lo contrario, ya que el sistema
HR sobrepasa al NHEJ. El sistema de reparacion NHEJ se compone de las proteinas
KU70, KU80 y Mus-53 (Lig4), donde las dos primeras forman un heterodimero y se unen
a los extremos de ADN para reclutar a la tercera y otras proteinas del-complejo reparador
(Davis y Chen, 2013). Por otro lado, el grupo de genes, altamente conservado, RAD52
constituye varios componentes de la maquinaria HR (Symington, 2002). Asi, el ADN
extracromosomal sera integrado en funcién de la competencia de union a los extremos de
ADN de las proteinas KU y Rad52, dando lugar a integraciones por homologia o ilegitimas

(o ectopicas), respectivamente (Haber, 1999).

La baja eficiencia de integraciones estables utilizando secuencias homoélogas en hongos
filamentosos ha significado una barrera para la manipulaciébn genética, puesto que en
dichos organismos generalmente ocurren integraciones ectopicas cuando se pretende
hacer mutagénesis dirigida. Se estima que es requerida una secuencia de al menos 1kb
de ADN homologo a la secuencia blanco para alcanzar una integracion por homologia del
10% (van den Hondel y Punt, 1991). En S. cerevisiae, se han realizado integraciones
dirigidas y knock-in de genes por métodos de recombinacion homologa, con un minimo de
50 pb para que se produzca la integracién (Hua et al., 1997); sin embargo, en hongos
filamentosos este recurso no ha tenido impulso debido a la baja tasa de integracion por

homologia y la dificultad de producir protoplastos (Wang et al., 2017).

2.3.1 Alternativas para incrementar la eficiencia de integracion por homologia

A pesar de las anteriores limitantes, se han realizado varios esfuerzos por mejorar la
eficiencia de integracion por recombinacibn homéloga, con base en la produccion de
células mutantes en genes involucrados en procesos NHEJ, como ku70 (Catalano et al.,
2011; Xu et al., 2014), ku80 (Goins et al., 2006) y mus-53 (Ishibashi et al., 2006; Steiger et
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al., 2011), favoreciendo asi la via HR. No obstante, se ha reportado que suprimir alguno
de los componentes del sistema NHEJ tiene consecuencias no deseadas como la
alteracion en la estabilidad genética y el mantenimiento de la integridad del ADN.
Adicionalmente, las proteinas KU juegan un rol en el mantenimiento de los telébmeros,
organizacion espacial del nucleo y recombinacion mitética (Taddei et al., 2004; Fisher y
Zakian, 2005). Los reportes incluyen a A. niger, donde mutantes de ku70 o ku80
promueven la inestabilidad gendmica y un incremento en la cantidad de dafios al ADN
(Zzhang et al., 2011) y N. crassa donde cepas deficientes en KU70/KU80 son mas
sensibles al metil metanosulfonato (MMS), EMS y bleomicina, aunque no ocurrié lo mismo
con radiacién UV, hidroxiurea, camptotecina ni 4-nitroquinolina 1-oxido_(Ninomiya et al.,
2004).

Otras estrategias se han valido de la especificidad de los sistemas de ARNs pequefios
interferentes (SiRNASs) para silenciar transitoriamente genes clave en la via de reparacion
NHEJ, o en la disrupcion transitoria de éstos’ mediante un sistema bipartito de
mutagénesis dirigida. Con estas alternativas el sistema puede ser alterado en menor
medida y presentar menor variabilidad en los fenotipos, si se compara con las mutantes
carentes de los mismos genes. Algunos de los genes silenciados con éxito por medio de
las anteriores estrategias son ku70 en A. nidulans (Nielsen et al., 2003) y mus53 en T.

reesei (Chum et al., 2017), con eficiencias del 95% y 59% respectivamente.

2.3.1 Integracion por.recombinaciéon homoéloga en T. atroviride

En T. atroviride se pensaba que la transformacién de plasmidos que contenian
secuencias heterélogas mediante electroporacion o por biolistica, generalmente se
incorporaba en sitios altamente recombinogénicos, por lo que la integracién ocurria
ectopicamente al recombinarse de forma ilegitima (Herrera-Estrella, 1990). Ademas, un
porcentaje importante de transformantes perdia la resistencia a higromicina B cuando se
les retiraba la presion de seleccion, por lo que se clasificaron como transformantes
inestables (Herrera-Estrella, 1990; Lorito et al., 1993). No obstante, ahora se sabe que
plasmidos con secuencias con alta homologia se integran preferentemente por HR en T.
atroviride produciendo transformantes estables, aunque la inestabilidad en estos
experimentos sigue ocurriendo. En contraste, plasmidos que no presentan secuencias

homdlogas se replican autbnomamente por varias generaciones sin experimentar cambios
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dando lugar a transformantes inestables (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, en

preparacion).

En el presente proyecto se pretende aplicar un nuevo enfoque de mutagénesis insercional
a mediana escala, basado en las construcciones resultantes de la clonacion de
fragmentos del genoma de T. atroviride en el plasmido pCB1004, las cuales seran
incorporadas por recombinacion homadloga en el genoma de dicho hongo con el objetivo

de generar y aislar transformantes estables de manera relativamente sencilla.

3. Justificacién

La obtencién de transformantes del hongo T. atroviride utilizando un nuevo método de
mutagénesis insercional puede ampliar el conocimiento de la biologia del hongo en
diversas areas, que engloben mecanismos de regulacion génica ante diversos estimulos
ambientales, resistencia a diversos tipos de estrés, interaccibn hongo-planta,
micoparasitismo, e indudablemente generar informacion relevante acerca de la funcién de
genes no estudiados y su funcién. Ademas, implementar esta estrategia abriria el
panorama para la utilizacion de enfoques similares en otros hongos y representaria una
eficiente herramienta para la generacion de cepas mutantes con propiedades de interés

agrobiotecnoldgico.

4. Hipotesis

Las integraciones, mediadas por recombinacion homéloga, de los fragmentos de ADN
gendmico aleatorio de T. atroviride clonados en el plasmido pCB1004, generan un banco

de cepas mutantes estables.

5. Objetivos

5.1. General

Producir un banco de cepas mutantes de T. atroviride basado en la integracién por
recombinacion homologa de la biblioteca de ADN gendmico contenida en el plasmido
pCB1004.
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5.2 Particulares

1.-Construir un biblioteca del genoma de T. atroviride en el plasmido pCB1004.
2.-Generar transformantes estables de T. atroviride usando la biblioteca gendmica.

3.-Determinar si la integracion mediada por homologia ocurre en diferentes loci del
genoma de T. atroviride.

6. Metodologia

6.1 Cepay condiciones de cultivo.

Se cultivo la cepa silvestre (WT) T. atroviride IMI206040 en el caldo Papa-Dextrosa (PDB)
a 27°C con agitacion orbital (150 rpm) durante 48-60 h para la extraccion de ADN vy
posterior fragmentacion del mismo. Para los ensayos de metabolismo, las cepas
transformantes se cultivaron en Medio Minimo Vogels (2% sacarosa, 1.5% agar
bacteriolégico, sales Vogels 1X), medio completo (MC: PDB, 0.3% extracto de levadura,
0.5% hidrolizado de caseina, 1.5% agar, higromicina 100ug/ml). La cepa TOP 10 F" de E.
coli fue crecida en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido o sélido a 37°C durante 16-
20 h, con agitacién orbital (150 rpm) en caso del medio liquido, adicionando 34 ug/mL de
cloranfenicol. Los medios de cultivo fueron esterilizados en una autoclave a 15 Lb de
presion y 121 °C durante 15 min. Para los medios selectivos, después de esterilizarlos se
dejaron enfriar y se agrego el antibiético a las concentraciones requeridas. Para asegurar
las condiciones de esterilidad durante la manipulacién de las células se emple6 una

campana de flujo laminar.

6.2 Extraccion del ADN gendmico (ADNQ).

Con el propoésito de obtener y purificar ADNg, el micelio fue filtrado a través de tela
magitel estéril y se recolectd con una espatula metalica estéril, y posteriormente se coloco
en un mortero con nitrégeno liquido (N,) para ser rapidamente pulverizado en particulas

finas de color blanco que se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL (500 pl por tubo). Se
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agregaron 600 ul de una solucion buffer de urea (7 M Urea, 0.35 M NaCl, 50 mM Tris pH
8.0, 20 mM EDTA y 1 % de N-Lauril Sarcosina) y se mezcl6é durante 2 min en vortex y se
incubo a 30 min a temperatura ambiente (TA). Pasado este tiempo se afiadieron 600 ul de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (50:48:2) y se agit6é en voértex por 10 min, para seguir
con la centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 min. La fase acuosa se recuperd y se
coloco en un tubo Eppendorf de 1.5mL nuevo. Se repitieron los pasos anteriores a partir
de la adicion del fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Posteriormente, se precipitd el ADN
con 1 volumen de isopropanol y se mezclo por inversion suave hasta observarse hebras
blancas. Los tubos fueron centrifugados a 12,000 rpm por 10 min y después fue
descartado el sobrenadante. Se agregaron 500 pl de etanol al 70% y se agitaron en
vortex. Nuevamente, se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min y en seguida se descart6 el
sobrenadante. Los tubos se dejaron secar abiertos bocabajo a TA.-Una vez secos, se
afiadieron 50 pl de H,O HPLC estéril y 1 pyl de de RNAsa (10 mg/ml) (Invitrogen) a cada
tubo y se incubaron a 37°C por 20 min. La cuantificacién del ADNg se realiz6 mediante
Nanodrop y se verificd la integridad por medio de electroforesis en gel de agarosa (1%)
adicionado con bromuro de etidio (10 mg/mL).

6.3 Digestion del ADNg y purificacién delos fragmentos generados.

Para la construccién de la biblioteca gendmica en el plasmido pCB1004, se realizé la
restriccion de 50 yg de ADNg de T. atroviride con la enzima de restriccion Sau3Al
(Promega), con un volumen final de 20 ul e incubacion de 4 h a 37°C siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La inactivacion de la enzima de restriccién se realizé
mediante incubacion a 65°C por 15 min. Con el propdsito de purificar los fragmentos del
genoma en el rango de 0.75-1.5 kpb, la restriccion con Sau3Al se separ6 mediante
electroforesis en gel de agarosa (1%) con bromuro de etidio (10 mg/ml). Tomando como
referencia el marcador de peso molecular 1 Kb, se realiz6 el corte de la porcién del gel
con los fragmentos de interés con ayuda de una navaja metalica estéril y se coloco dentro
de un tubo Eppendorf de 1.5 ml estéril. La purificacién de los fragmentos contenidos en el
gel se llevd a cabo con el kit “QIAquick Gel Extraction” (QIAGEN). La determinacion de la

concentracion se realizé por medio de Nanodrop.
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6.4 Linearizacion y desfosforilacion del plasmido pCB1004

Con el propésito de generar extremos cohesivos entre los fragmentos de ADNg vy el
vector, la linearizacion del plasmido pCB1004 se realiz6 con la enzima de restriccion
BamHI (Thermo Scientific™). Se emplearon 10 pg del vector con un tiempo de incubacion
de 3 h a 37°C. Para evitar la autoligacién del vector vacio, el plasmido linearizado se tratd
con la enzima fosfatasa alcalina termosensible FastAP (Thermo Scientific™) siguiendo las

sugerencias del fabricante para la eliminacion de los grupos fosfato en los extremaos 5.

6.5 Ligacion de los fragmentos del genoma con el plasmido pCB1004

Con la finalidad de clonar los diversos fragmentos de ADNg en el plasmido pCB1004
desfosforilado, se realiz6 una ligacion con una proporcion molecular 1:3 entre el plasmido
y los fragmentos gendmicos, usando la ligasa T4 (Thermo Scientific™) e incubando los
fragmentos por 22 h a 4°C y 16°C durante 12 h, tomando en cuenta las recomendaciones
del fabricante. Las sales de las reacciones de ligacion fueron removidas utilizando un

nanofiltro (Milipore) con un tamafo de poro de 0.025 um.

6.6 Preparacion de células electrocompetentes.

Para producir células huéspedes para reproducir y propagar los plasmidos con
fragmentos variables de la biblioteca gendmica, se siguié el protocolo de Sharma y
Schimke (1996) con algunas modificaciones. Brevemente, se tomd6 una colonia de E. coli
TOP 10 F* con un palillo estéril y se inoculd en 3 mL de medio YENB (extracto de
levadura 0.75%y caldo nutritivo 0.8%) contenidos en un tubo Falcon de 15 mL, los cuales
se incubaron por 16 h a 37°C con agitacion orbital (150 rpm). El in6culo fue vertido en un
matraz con 300 mL de medio YENB en las condiciones de incubacion anteriores hasta
alcanzar una ODgy entre 0.4-0.5. Una vez alcanzada la concentracion de células
correspondiente, se separaron los 300 mL en 6 tubos Sorvall de 50 mL. Estos, se dejaron
enfriar en hielo durante 5 min y las células se concentraron a 4000 g con una centrifuga
(Thermo Scientific™) por 10 min a 4°C. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se
lavdo dos veces la pastilla celular con 50mL de H,O grado HPLC seguido por una

centrifugacion idéntica a la del paso anterior. El sobrenadante se descarté y la pastilla fue
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resuspendida en 10 mL de solucién de glicerol al 10% previamente enfriada. Una vez mas
se centrifugd como en los pasos previos y se removié el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en 800 pL de solucion fria de glicerol al 10%. La solucién con células
competentes se separd en alicuotas de 49 uL en microtubos de 1.5 mL (Axygen™). Las

alicuotas se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -70°C

6.7 Transformacion bacteriana por electroporacion.

La transformacion de las construcciones plasmidicas con la biblioteca genémica se llevo a
cabo en la bacteria E. coli TOP 10 F* mediante electroporacién. Se adicionaron 200 ng de
las construcciones plasmidicas a una alicuota de células electrocompetentes y se dejé en
hielo durante 1 min. Después se transfirié la mezcla a una cubeta de electroporacién de 2
mm, a la cual se le aplico una descarga de 2.5 kV (capacitancia=25 uF, resistencia=200
Q) en un electroporador GenePulser Xcell (BioRad). Inmediatamente, se adicionaron 900
ML de medio LB en campana de flujo laminar, para facilitar la recuperacion de las células
en microtubos de 1.5 mL. Después, las células transformadas se incubaron durante 1 h a
37°C con agitacion y finalmente para seleccionar las transformantes se cultivaron por
dispersion en medio LB sélido adicionado con cloranfenicol (34 ug/ml), incubando los
cultivos 16 h a 37°C . Como control-positivo se usé el plasmido intacto (sin inserto) y como
control negativo, la purificacién de la reaccion de ligacion del plasmido linearizado y

desfosforilado.

6.8 Purificacion de la biblioteca de ADNg

Con la finalidad de tener representada la biblioteca gendmica con la mayor cantidad de
fragmentos correspondientes a genes distintos, y para preparar las construcciones
plasmidicas para la transformacion en T. atroviride, las colonias transformantes fueron
recuperadas tras 16h de crecimiento a 37°C se adicionaron 5 ml de H,O destilada
directamente sobre el medio de cultivo. Posteriormente se mezclaron con un asa de vidrio
estéril, para finalmente ser recuperadas y crecidas en 600 ml de caldo LB suplementado
con cloranfenicol (34 yg/ml) por 12 h a 37°C con agitacion orbital a 150 rpm constante. La
recuperacion de los pldsmidos recombinantes se realizdé usando el kit QIAGEN plasmid

midiprep (QIAGEN) con base en las instrucciones del fabricante.
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6.9 Transformacién por el método Polietilenglicol-CaCl,.

Con la intencién de introducir los plasmidos recombinantes a T. atroviride, la cepa WT se
transformé utilizando las construcciones obtenidas del plasmido pCB1004. Primero, se
obtuvieron germinulas inoculando 100 ml de medio estéril GEYEC (1.5% glucosa, 0.3%
extracto de levadura y 0.5% hidrolizado de caseina) con 1x108 esporas, incubando por 16
h a 27°C en agitacion orbital constante. Las germinulas se filtraron a través de tela magitel
estéril y se colocaron 0.2 g en un tubo Falcon estéril de 50 ml que contuvo 7 ml de
solucién osmética (50 mM CacCl2, 0.5 M Manitol y 50 mM MES, con pH-5.5 ajustado con
KOH) y 0.1 g de enzimas liticas de T. harzianum (Sigma-Aldrich). Se mezclé a maxima
velocidad en vortex y se incubé a TA con agitacion orbital a 120 rpm constante. La
agitacion se detuvo cuando fueron visibles protoplastos en el microscopio. Una vez
formados, los protoplastos se filtraron con tela magitel estéril y se lavaron con 3 ml de
soluciéon osmoética salina, se centrifugaron a 8,000 rpm por 10 minutos y la pastilla de
protoplastos se resuspendié en un volumen de 2.5 ml de solucion osmatica. A la par, se
prepararon 10 tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles con 30 pl de soluciéon con las
construcciones plasmidicas y 30 pl de solucién osmdtica; y un tubo control que contenia
60 pl de solucion osmdtica salina. A dichos tubos (11 en total) se les adicionaron 240 pl
de solucién con protoplastos y se incubaron en hielo por 30 min. Se les adicionaron 300 pl
de PEG-8000 (Thermo Scientific™ — USB) al 40% estéril y precalentado a 42°C, después
se invirtieron suavemente 8 veces y se incubaron por 30 min a TA. La mezcla de cada
tubo se colocé en 12 ml de agar suave (PDB, agar 0.8%, 1M sorbitol) contenidos en 11
diferentes tubos Falcon de 15 ml. Los tubos Falcon con las mezclas se invirtieron
suavemente para homogeneizar la solucion y los que contenian plasmido se vertieron en
agar selectivo (Agar Papa-Dextrosa, 1M sorbitol, higromicina 200ug/ml) dividido en dos
cajas Petri, mientras que el tubo control sin plasmido se vertié6 en una placa con agar
selectivo (control negativo) y otra caja con el mismo medio sin higromicina (control de
viabilidad). Las cajas se incubaron a 28°C con luz constante hasta la formacion de

transformantes resistentes a higromicina.
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6.10 Ensayo de estabilidad.

Las transformantes de T. atroviride se colectaron 72 h después con ayuda de un bisturi y
se colocaron en tubos Falcon de 15 ml con 3 ml de MC sdlido con higromicina (100
pg/mL). Con el fin de seleccionar transformantes mitéticamente estables del hongo y de
limpiar el fondo genético (nucleos sin inserciones de las construcciones plasmidicas) se
realizaron dos pases monospdricos en medio completo selectivo. Para seleccionar los
transformantes estables, colonias del segundo cultivo monospérico se cortaron e
inocularon en medio completo sin higromicina B hasta la esporulacién de las cepas.
Finalmente, gotas de 5 yL de esporas en suspension se colocaron en MC con y sin
higromicina B (Figura 6) y se incubaron por 72h a 27°C en luz constante. Las cepas
capaces de crecer en ambos medios fueron consideradas transformantes estables,
mientras que aquellas que crecieron Unicamente en un medio sin higromicina B fueron
descartadas. En las transformantes estables se sometieron a un tercer cultivo

monosporico previo a la caracterizacion fenotipica de las cepas mutantes estables.
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Figura 6. Ensayo de estabilidad para seleccionar mutantes con la inserciéon del plasmido. A
partir de las placas con PDA+Higromicina B (A) se aislaron transformantes en tubos Falcon
inclinados de 15 mL con 3 mL de MC selectivo (B) y se incubaron hasta la esporulaciéon. Se
recuperaron las esporas en 800 uL de H,O destilada estéril (C), y se sembrd una dilucién de las
esporas en suspensién que permitiera aislar facilmente el micelio proveniente de una espora,
utilizando MC selectivo, adicionado con Triton X-100 (Golden Bell) al 0.5%. Las placas se
incubaron de 48-72h hasta observar claramente micelio, que después se corto y llevé nuevamente
a tubos Falcon con 3 mL de MC selectivo (D), de los cuales se recuperaron las esporas (E). Al
finalizar el segundo pase monosporico, los conidios obtenidas fueron crecidas en placas de MC
selectivo, de las que se cortaron micelios provenientes de una espora (F). Finalmente se cultivaron
las cepas transformantes en MC sin higromicina B (G) por 72 h a 28°C con luz blanca constante,
las esporas se recuperaron en 800 pL de H,O destilada estéril (H) y se inocularon en MC con y sin

higromicina B (I).

6.11 Escrutinio para ensayos de estrés osmaético'y metabolismo.

Con el objetivo de identificar fenotipos interesantes (crecimiento atenuado o exacerbado
respecto a la cepa WT) en las transformantes estables ante condiciones de estrés
osmdtico y diferentes componentes del medio, se inocularon 5 ul con 500 esporas en
cajas Petri (90mmx15mm) con MC vy Triton X-100 al 0.5% (Golden Bell) adicionando
alguno de los siguientes compuestos para el estrés osmatico: KCI (J.T. Baker) y sorbitol
(Sigma-Aldrich). Para los ensayos de metabolismo se utilizaron los medios MC, PDA vy
MMV todos con Tritobn - X-100. La incubacion se llevé a cabo por 4 dias a 27°C con luz
constante para ensayos de estrés osmético y dos dias a 27°C con luz constante para

ensayos metabdlicos.

6.12 Ensayo de reparacion de ADN en células tratadas con UV

Para identificar cepas con mayor susceptibilidad a radiacién UV, se evalué la capacidad
de reparacion de este tipo de dafio y crecimiento en las transformantes estables. Se
inocularon 500 conidia en cajas Petri (90mmx15mm) con MC con 0.5% de Tritén X-100, y
posteriormente se sometieron a distintas dosis de UV-C (0, 200, 400 y 600 J/cm?) en el
equipo Crosslinker UVP CX-2000. Cuidando no alterar las respuestas inducidas por luz

azul, los experimentos se realizaron en un cuarto oscuro con luz roja como Unica fuente.
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La incubacion se llevd a cabo en condiciones de luz blanca y oscuridad durante 4 dias a
27°C.

6.13 Ensayo de produccién de conidia estimulada por luz

Para identificar transformantes estables con una produccidon aumentada o disminuida,
comparada con la cepa WT, de esporas estimulada por luz azul, las cepas mutantes se
inocularon en cajas Petri (90mmx15mm) con MC, usando 2 pL de esporas en suspension
y se incubaron a 27°C por 48 h en oscuridad. Posteriormente, en un cuarto oscuro se
cortaron discos de micelio, ubicado en la parte mas externa, de 5mm de diametro con un
sacabocados estéril y se colocaron el centro de placas Petri (90mmx15mm) con MC. Para
obtener didmetros de la colonia similares, el tiempo de crecimiento de dos cepas (49 y
678) fue iniciado 48 horas antes que el resto de las cepas; incluida la WT. Los cultivos se
incubaron por 48 h a 27°C en oscuridad. Para las pruebas con luz azul, al término de la
incubacion se aplicé un pulso de luz azul de 5 min (145.27 umoles/m?) en condiciones de
oscuridad con luz roja y posterior a la fotoinduccién se incubaron las cajas durante 48 h a
27°C. Para las pruebas con luz constante, transcurrido el tiempo de incubaciéon en
oscuridad, los cultivos se incubaron durante una semana en luz blanca constante (0.2238
pumoles m?.s™). Los experimentos se realizaron por triplicado. En ciertas cepas, los
conidios producidos tras el pulso de luz azul, fueron recuperados en 10 mL de H,O
destilada estéril, y posteriormente se realizd el conteo en camara de Neubauer con las

diluciones 10y 107, usando un microscopio Leica DM500.

6.14 Ensayo de crecimiento radial

Con la intencion de cuantificar el area de crecimiento de aquellas transformantes estables,
gue en experimentos previos presentaron un crecimiento distinto al de la cepa WT, se
realizaron preinoculos con 500 esporas en cajas con PDA y se crecieron a 27°C durante
48 h en oscuridad. Del anterior preinéculo se tomaron discos de micelio (didmetro=5mm) y
se inocularon cajas Petri (90x15mm) con los siguientes medios: PDA, MC y MMV. Las
cajas se incubaron durante 48 h en condiciones de luz constante a 27°C. Los
experimentos se realizaron por triplicado y el célculo del &rea se llevé a cabo con el

programa ImageJ (NIH).
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6.15 Disefio de oligonucleétidos para la amplificacion de los insertos clonados

Los oligonucledtidos fueron disefiados de tal modo que el cebador directo se encontré a
una distancia de 98bp y el cebador reverso a 26bp con respecto al sitio de restriccion
reconocido por BamHIl. Para verificar las caracteristicas de los potenciales
oligonucleétidos se utilizé el programa OligoCalc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/
OligoCalc.html). Las secuencias utilizadas fueron las siguientes: Pim-f (directo), GTT GTA
AAA CGA CGG CCA GTG; y Pim-r (reverso) GAA CAA AAG CTG GAG CTC CAC C.

6.16 Identificacion de la mutacion.

Las mutaciones fueron identificadas mediante PCR punto final utilizando los primers
anteriormente descritos y la enzima DreamTaqg DNA Polymerase (Thermo Fischer
Scientific). El programa utilizado fue el siguiente: 3 min.a 95°C, seguido de 35 ciclos de 30
s a95°C, 30 s a62°Cy 1 min 45s a 72°C. Las reacciones finalizaron con 5 min 72°C. La
visualizacién de los fragmentos amplificados se realizé mediante electroforesis en gel de
agarosa (1.5%) adicionado con bromuro de etidio (10 mg/mL). Los fragmentos se
purificaron con el kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN). La cuantificacion del ADN
resultante de la purificacion fue obtenida por Nanodrop y la integridad de las muestras fue
verificada en gel de agarosa (1%) con bromuro de etidio (10 mg/mL). La secuenciacion
Sanger de las muestras se realiz6 en formato placa de 96 pocillos por un servicio externo

a la Universidad (Labsergen).

6.17 Andlisis bioinformatico y anotacion de las secuencias.

Con la finalidad de purgar las secuencias recibidas, en las regiones 5 y 3", fueron
suprimidas (trimming) las secciones con un bajo valor de calidad (Q<7). La anotacion y
obtencion de las secuencias codificantes (CDS) de los genes interrumpidos, se realizo
con las secuencias editadas utilizando la herramienta BlastN en el sitio Joint Genome
Insitute (JGI) MycoCosm (https://mycocosm.jgi.doe.gov/pages/ blast-query.jsf?db=Triat2).

La prediccion de dominios fue hecha con el programa SMART del European Molecular
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Biology Laboratory (http://smart.embl-heidelberg.de/). La prediccién de localizacion celular

se realizé por medio del programa PSORT Il (https://psort.hgc.jp/form2.html).

6.18 Alineamiento de las secuencias

Las secuencias de los genes utilizadas fueron descargadas del sitio del JGI. Se afiadieron
1000pb rio arriba del inicio de la regién codificante y 1000pb rio abajo a partir del término
de la misma regién, con el propdsito de cubrir regiones no codificantes durante el
alineamiento. Para el alineamiento de las secuencias se emple6 el programa MegAlign
(DNASTAR) con la herramienta Clustal W.

6.19 Anélisis estadistico

Las pruebas estadisticas y graficas fueron realizadas con el programa IBM SPSS
Statistics 22. Los gréficos de barras consideran la media de 3 experimentos
independientes con sus barras de error (IC 95%). Los analisis de varianza (ANOVA) de

una via incluyeron un analisis post-hoc HSD Tukey (p<0.05).

6.20 Disposicion de residuos bioldgicos.

Las transformantes generadas y las cepas silvestres fungicas o bacterianas destinadas a
desecharse fueron inactivadas mediante esterilizacion por autoclave a 15 psi durante 15
minutos, y los residuos resultantes fueron puestos en bolsa roja para su incineracion por
parte de servicio externo a la Universidad. Los materiales que entraron en contacto con
material bioldgico, (puntas para micropipeta, superficies, etc.) se limpiaron con hipoclorito

de sodio al 10% y etanol al 70%, segun correspondio.

6.21 Resumen grafico de la estrategia de mutagénesis insercional
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Los pasos clave de la estrategia de mutagénesis insercional mediada por recombinacion
homdloga se resumen en la Figura 7. Brevemente, se indica como el ADNg de T.
atroviride se fragment6 con la endonucleasa Sau3Al para generar extremos cohesivos
complementarios a los extremos generados en el vector pCB1004 con la endonucleasa
BamHI (Figura 7A-B). La biblioteca gendmica se construyo ligando el ADNg fragmentado
en el vector pCB1004 (Figura 7C) para transformar protoplastos de T. atroviride, con el
objetivo de integrar los vectores por recombinacion homodloga (Figura 7D). Es
ampliamente reconocido que los vectores se integran al menos dos veces en tandem.
Esto es importante en nuestra estrategia debido a que los oligonucle6tidos quedan en

fase, permitiendo la identificacion del gen interrumpido por PCR (Figura 7D).
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Figura 7. Estrategia de mutagénesis insercional. A) El plasmido pCB1004 fue digerido con la

>

Secuenciacion Sanger

enzima de restriccion BamHI y desfosforilado con una fosfatasa alcalina. B) Digestion del ADNg de
T. atroviride con la enzima de restriccion Sau3Al. C) Biblioteca de ADN. Se utilizo la ligasa T4 para
unir fragmentos entre 750-1500 pb al plasmido pCB1004 linearizado y desfosforilado. D) Proceso

de mutagénesis insercional mediado por recombinacion homologa e identificacion de los loci
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interrumpidos mediante PCR y secuenciacion Sanger. Los oligonucleétidos utilizados para

amplificar los genes afectados estan indicados con flechas sobre los rectangulos rojos.

7. Resultados

7.1 Digestion del genoma de T. atroviride con la enzima de restriccion Sau3Al

El ADNg de T. atroviride fue digerido con la enzima de restriccibn Sau3Al generando
fragmentos de tamafio variable, cuya mayor densidad se observé en el rango de 500-
1500 pb. Con la intencion de obtener la mayor cantidad de fragmentos dentro del rango
750-1500 pb se realizaron digestiones parciales, disminuyendo el tiempo de incubacion de
la enzima junto con el ADNg, puesto que se ha observado una mayor eficiencia de
integracién por recombinacion homdloga cuando son utilizados fragmentos de tamafio
superior a 500 pb, con una disminucion importante en dicha eficiencia cuando se utilizan
secuencias con homologia por debajo de 500 pb (Esquivel-Naranjo, comunicacién
personal, octubre 18 de 2018).

Los fragmentos generados en los distintos tiempos de incubacion tuvieron un patron
similar (Figura 8A), indicando una  alta eficiencia de corte aun en tiempos cortos,
probablemente porque la enzima es altamente eficiente para cortar el genoma, incluso en
un lapso corto de tiempo. Con el proposito de construir una biblioteca genémica, el ADNg
se digirié con la enzima Sau3Al y los fragmentos se separaron mediante electroforesis.
Posteriormente se cortd la porcion del gel comprendiendo tamafios entre 0.75 y 1.5 Kb
(Figura 8B) y se purificaron usando columnas QIAGEN como se describe en métodos. El
limite superior de corte fue seleccionado para disminuir las probabilidades de que los
fragmentos, de integrarse por homologia, afectaran dos genes distintos, ya que el tamafio

promedio de un gen en T. atroviride es de 1800 pb.
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Figura 8. Digestion del ADNg de T. atroviride. A) Cinética de restriccidon incubando a diferentes
tiempos. ST, sin tratamiento; L, marcador de peso molecular de.1 Kb para estimar los tamafios
moleculares. B) Digestion del ADNg de T. atroviride. Sau3Al, ADNg digerido durante 4 h a 37°C.

7.2 Linearizacién y desfosforilacion del plasmido pCB1004

El plasmido pCB1004 es una fusion del plasmido pBC SK, el cual contiene el gen CmR
que codifica para la cloranfenicol acetiltransferasa que confiere resistencia a cloranfenicol,
con el gen hph que codifica para la higromicina B fosfotransferasa. Los anteriores genes

sirvieron para la seleccion de las transformantes bacterianas y fungicas, respectivamente.

Con la finalidad de linearizar el vector de clonacién, se utilizé la enzima BamHI para
producir extremos. cohesivos complementarios a los generados por la enzima Sau3Al y se
utilizé la fosfatasa alcalina para promover que la Unica forma de que el vector se
recircularizara fuera por la integracion de un fragmento de 750 a 1500 pb. Para determinar
la integridad al finalizar cada una de las etapas de preparacion se corroboroé la integridad
del ADN plasmidico, revelando que ésta no se vio alterada (Figura 9).
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Figura 9. Analisis de integridad del vector pCB1004 linearizado y desfosforilado.
Determinacién de la integridad del ADN plasmidico en su forma enrollada (pCB1004), después del
tratamiento con la enzima BamHI (B) y al término de la reaccion de desfosforilacion por tratamiento

con la fosfatasa alcalina (BP).

7.3 Construccién de la biblioteca de ADNg

Las reacciones de ligacion se realizaron en tres diferentes configuraciones de incubacion
con el objetivo de determinar la condicion que genera la mayor eficiencia de clonacion.
Las incubaciones fueron a 4°C por 22 h, a 16°C durante 12 h, y 3 h a TA. El mayor
porcentaje de plasmidos con fragmentos ligados resulté en la incubacion a 4°C durante 22
h.

Se usaron dos controles para evitar la presencia de plasmidos sin insertos durante la
transformacién (Tabla 1), los cuales presentaron una eficiencia de transformacién
sumamente baja, que indicaron que el plasmido fue exitosamente linearizado y
desfosforilado. La eficiencia de transformacion obtenida utilizando el plasmido sin
tratamiento fue superior a la conseguida con el plasmido con los fragmentos ligados, lo
cual puede ser explicado por la relacion inversa entre el tamafio del plasmido y la
eficiencia de transformacion en E. coli (Chan et al., 2002). La relacién vector:inserto fue
de 1:3 y la temperatura y tiempo de incubacion cuya eficiencia de ligacion de plasmidos
con fragmentos fue la més alta fueron consistentes con lo reportado en la literatura
(Topcu, 2000).
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Tabla 1. Eficiencia de transformacion de la construccién plasmidica en E.coli

Control 1 (-) Control 2 (-) Control 3 (+) pCB1004+
fragmentos
(750-1500pb;

tratado con

pCB1004 pCB1004 pCB1004 (sin
linearizado y linearizado vy tratamiento)

desfosforilado desfosforilado

ligasa)

(tratado con

ligasa)
UFC (Dilucion)  7(0) 2(0) 58(2) 60(1)
Factor de 1 1 10 3
diluciéon
ng del vector 292 218 1 30.76
Eficiencia de 119.86 45.87 5.8x10’ 9x10°
transformacion
(UFC/ug)

7.4 Anédlisis por restriccion de las bibliotecas gendmicas

Los plasmidos generados fueron analizados por medio de una doble digestion y
electroforesis en gel de agarosa. Se utilizaron las enzimas de restriccion Pstl y Xbal con el
proposito de determinar el porcentaje de transformantes de E.coli con pCB1004 que
contuvieron fragmentos del ADNg . En total, 8 de los 16 plasmidos (50%) de la reaccion
de ligacién incubada a 4°C durante 22 h presentaban insertos del tamafio esperado
(Figura 10A), mientras que en los plasmidos ligados a RT por 3 h y 16°C durante 12h
presentaron inserciones en 4 de 16 (25%, figura 10B) y 7 de 20 (35%, figura 10C),

respectivamente.
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Es de notar que cuando la temperatura incrementa, el porcentaje de plasmidos con
insertos disminuye (Figura 10), a pesar de estar mas cerca de la temperatura optima de
actividad enzimatica de la ligasa T4 (37°C), lo que se debe al rompimiento térmico de los
puentes de hidrogeno y la inestabilidad de la enzima a esta temperatura (Green y Rao,
1998; Suzuki et al., 2016). Regularmente, otras variables se ajustan con el objetivo de
obtener mejores resultados en la ligacion como la concentracion de ADN, la cantidad de la
enzima (Topcu, 2000), en algunas ocasiones la adicion de PEG (Pheiffer y Zimmerman,
1983) y recientemente se ha implementado el uso de particulas ferromagnéticas con

ligasa unida a la superficie (Suzuki et al., 2016).

En todas las condiciones de restriccion probadas se obtuvieron plasmidos y fragmentos
del tamafio esperado, con algunas excepciones en donde se observan uno o dos
fragmentos del ADN de un tamafio inferior a 750 pb. Estos eventos pueden deberse a que
los fragmentos contienen en su secuencia sitios de reconocimiento para las enzimas Pstl
y Xbal, dando como resultado un patrén particular, donde al sumar los fragmentos
generados se obtienen insertos del tamafio esperado. Asimismo, se obtuvieron plasmidos
con un tamafio menor al esperado las cuales probablemente son formas superenrrolladas
o enrolladas del plasmido. Todos los anteriores topoisémeros no tuvieron mas bandas que
revelaran la presencia de un fragmento esperado, por lo que es probable que fueran
plasmidos vacios. Una explicacion para las distintas movilidades electroforéticas
observadas en los plasmidos es que pudieron haber experimentado concatenacion
(intermolecular) o anudamiento (intramolecular) lo cual se refleja en la disminucién de la
movilidad (Cebrian et al., 2015).
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kb e v W WSS
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Figura 10. Analisis por restriccion de las bibliotecas genémicas. A) pCB1004+insertos ligados
a 4°C durante 22 horas, B) a TA por 3h y C) 16°C por 12h. Cada gel tiene en el primero y ultimo
carril el marcador de peso molecular 1 Kb para estimar los tamafios moleculares, el resto de los

carriles contiene los plasmidos recuperados digeridos con Xbal y Pstl.

7.5 Transformacion de T. atroviride por el método PEG-CacCl,

Dado que la mejor eficiencia de transformacion y el porcentaje mas alto de plasmidos con
fragmentos con homologia fueron obtenidos en las ligaciones realizadas a 4°C durante 22
h, se emplearon dichas construcciones para transformar a T. atroviride. Fueron obtenidas
1566 transformantes por placa (31320 en total), de las cuales se seleccionaron
aleatoriamente 800 para su posterior andlisis de estabilidad. La eficiencia de
transformacién usando una densidad de protoplastos de 2.34x108 células/mL fue de 90
transformantes por ug de ADN. La eficiencia de transformacién obtenida es inferior a la
reportada en la literatura, si se compara con las eficiencias en T. reesei QM 9414 y VTT-
D-79125 de 600 transformantes/ug y 1800-2500 transformantes/ug, respectivamente
(Mach et al., 1994), y es superior al rango obtenido en T. atroviride B11 donde se

alcanzaron 15-40 transformantes/ug (Malmierca et al., 2014).
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Como era esperado en el control negativo no se obtuvo crecimiento de ninguna
transformante y en el control de viabilidad crecieron una cantidad incontable de
protoplastos (Figura 11, Ay B). Aunado a que las placas de los eventos de transformacion
con el plasmido tuvieron al menos 1500 transformantes cada una, lo anterior sugiere que
dichas transformantes cuentan con el gen de resistencia a higromicina B, y por lo tanto
con la construccion plasmidica con el potencial de integrarse por recombinacion

homologa.

Respecto a otros métodos de transformacion, el método PEG-CaCl, suele obtener
eficiencias menores a estrategias basadas en A. tumefaciens, donde se suelen generar
2000-9000 transformantes por cada 10’ condia en T. reesei QM 9414 (Li et al., 2017).
Aungue no puede aceptarse que al igual que con la anterior especie puedan obtenerse

eficiencias similares, puesto que por mecanismos todavia desconacidos las cepas suelen

obtener mejores resultados de transformacion con alguno de estos dos métodos
(Malmierca et al., 2014).

Figura 11. Seleccion de transformantes potenciales generadas tras el procedimiento por
PEG-CaCl,. A) Control negativo, protoplastos sometidos al mismo proceso de transformacion sin
plasmido, fueron cultivados en medio selectivo (higromicina B). B) Control positivo (viabilidad),
protoplastos en PDA sin antibiotico. C y D) protoplastos transformados con la biblioteca genémica y

cultivados en medio selectivo (100 ug de higromicina B por mL de MC).
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7.6 Seleccion de transformantes estables.

En los procesos de transformacion de T. atroviride se generan transformantes inestables
gue pierden el vector plasmidico cuando se cultivan en un medio no selectivo y
transformantes estables que integran en su genoma el vector plasmidico, manteniendo
indefinidamente la resistencia a la higromicina B. Para seleccionar las transformantes
estables, las cepas resistentes a higromicina B fueron sometidas a un ensayo de
estabilidad con la finalidad de discriminar aquellas cepas con inserciones estables
después de un pase monospérico en medio sin presién de seleccion y nuevamente
cultivadas en medio con higromicina B. Se identificaron como estables a 74 cepas
transformantes durante las primeras 72 h después del cultivo, y posteriormente 150 cepas
se afiadieron a la lista tras presentar crecimiento a las 120 h (Figura 12). Para los analisis
siguientes se utilizaron 224 cepas en total, que indican que el 28% de las 800 cepas

inicialmente aisladas resultaron estables.
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Figura 12. Ensayo de estabilidad de las 800 transformantes generadas. Una gota de esporas
en suspension generadas en MC sin higromicina provenientes del segundo pase monospdrico,
fueron cultivadas en los medios MC sin antibidtico y MC suplementado con higromicina B, ambos
con Tritbn X-100 a 27°C durante 72h y-120h, respectivamente. P, plantila con numeros de

identificaciéon de cepa.

7.7 Integracion de las construcciones plasmidicas en el genoma

Utilizando ADNg de cada una de las cepas se amplificé mediante PCR la region contenida
entre el sitio de restriccion de la enzima BamHI, con el propdsito de determinar si las
construcciones plasmidicas se integraron en el genoma y si los fragmentos del genoma
de T. atroviride fueron unidos al plasmido pCB1004. En todas las reacciones de PCR se
utilizd como control negativo ADNg de la cepa silvestre. Como era esperado en estos
casos no hubo amplicon, salvo en una excepciéon (Figura 22). Asimismo, en cada ronda
de PCR fue utilizado como control el vector vacio, cuya reaccién produjo un amplicon de
aproximadamente 150 pb, de tamafo casi igual al que muchas transformantes estables
produjeron. No obstante, muchas otras transformantes que si amplificaron un fragmento
del tamafio introducido en el pldsmido, no presentaron un amplicén tamafio cercano a 150

pb. En la primera ronda de amplificacién (R1, Figura 22A) la mayoria de las cepas
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amplificaron productos entre 500 y 1500 pb. En la R2 los amplicones generados fueron
mas evidentes y estuvieron en el mismo rango que en la anterior ronda. En los geles de
las R3 y R4 pueden ser distinguidas las inserciones dobles y triples independientes. En
conjunto, lo anterior sugiere que aquellas secuencias amplificadas del tamafio esperado
estaban contenidas en el plasmido pCB1004, el cual probablemente fue integrado en el
genoma de las células transformantes por recombinacién homdloga. Las cepas que.no
amplificaron y aquellas que lo hicieron en al menos una de las rondas de amplificacién
estan indicadas en la Tabla 2.

A

L € Wr10 19 23 28 49 59 78 87 89 131 136 224 270 282 314 317 356 375 376 377 392 397

10kb
6kb

3kb
1.5kb

1kb
.75kb

L 702 712 727 735 741 748 750 763 764 770 789 799

€C Wr L 10 19 23 28 49 59 78 87 89 131 136 224 270 282 314 317 356 375 376 377 392 397

2

1.5kb
1kb
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3kb

1.5kb
1kb

1.5kb

.75kb

L 410 456 458 480 489 498 502 508 540 561 578 603 609 610 619 638 640 645 662 666 672 678

L 688 692 702 712 727 735 741 750 763 764 799

WT 10 23 78 87 89 131 136 270 282 314 317 37 397 410 540 561 578603 609 610

WT 619 638 640 672 692 741 750 799 158 194 210 309 727 735 750 789
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Figura 13. Fragmentos de la biblioteca gendmica contenidos en el plasmido pCB1004. A
partir de ADNg extraido de las cepas estables se-amplificaron los fragmentos del genoma de entre
750 y 1500 pb ligados a los extremos del sitio-de reconocimiento de la enzima BamHI en el
plasmido PCB1004. A) Ronda de amplificacién 1(R1), B) R2,C) R3 y D) R4. L, marcador de peso
molecular para la estimacion del tamafio de los amplicones. C, Plasmido pCB1004 vacio; WT, cepa

silvestre. En la parte posterior se.indica el nUmero de cepa correspondiente.

En total pudieron amplificarse las inserciones en 42 de las 61 cepas analizadas (68.85%).
De estas 42, el 42.85% de las cepas presentaron inserciones unicas, el 50% dos
inserciones independientes, el 4.76% tres inserciones y el 2.38% cuatro inserciones. Las
cepas que no generaron ningun producto de PCR y que pasaron la prueba de estabilidad
del marcador de seleccion necesitan andlisis futuros para entender mejor este tipo de

eventos.

7.8 Lainsercion de los plasmidos por recombinacion homadloga ocurre al azar a

través del genoma de T. atroviride.

Los productos de PCR generados en las rondas de amplificacion anteriormente descritas
fueron secuenciados para poder conocer su ubicacién en el genoma. Por medio de la

herramienta BlastN (JGI) se identificaron los genes y las coordenadas exactas de las
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inserciones putativas producidas por recombinacion homadloga. En total fueron localizadas
64 inserciones en 16 contigs distintos del genoma de T. atroviride. Algunas cepas
compartieron las mismas inserciones gendémicas, lo cual se indica en los nimeros de
cepa en la Figura 23. Es necesario notar que los primeros 10 contigs, en los que no hubo
inserciones localizadas, tienen un tamafio muy pequefio (<10000 pb), y por probabilidad
no es rara la ausencia de una insercion. Por lo tanto, el mapeo de las inserciones revel6
gue las integraciones de las construcciones plasmidicas en el genoma de T. atroviride

ocurrieron al azar a lo largo de este.
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Figura 14. Sitios de insercion localizados en el genoma de T. atroviride. Cada rectangulo azul
representa un contig a escala de los 29 que constituyen el genoma ensamblado (V2.0). Los
triangulos verdes indican las coordenadas de insercion exactas en el contig y los nimeros en las
bases especifican la cepas estables que contiene esos loci alterados. Los contigs sin insercién no

estan representados. Barra de escala= 1mb.
7.9 Identificaciéon de los genes interrumpidos en las transformantes estables.

Las secuencias de los productos de PCR introducidas a BlastN fueron anotadas de
acuerdo con la informacion de la base de datos de MycoCosm (JGI). De las 64
inserciones localizadas en 40 cepas, se identificaron 37 asociadas a genes que codifican
para proteinas con funciones conocidas (Tabla 2). Las funciones conocidas con mayor
representacion en los genes interrumpidos son de actividad de transporte y actividad

ubiquitina thiolesterasa, actividad oxidorreductasa y modificaciones postraduccionales.

Tabla 2. Transformantes estables analizadas. Se muestran los resultados del BlastN
para cada secuencia de los productos de PCR y su localizaciéon en el genoma anotado
(V2.0), en las transformantes que si amplificaron (verde). Las cepas en rojo indican
aquellas transformantes que no amplificaron ningln producto mediante PCR. RI, regién

intergénica. NE, secuencia que no se localizé en ninguna region del genoma.

Cepa ID Funcién = Contig Coordenadas
RI Desconocida 26 3250992-3251609
52977 Desconocida 13 894232-895202
197115 GTPasa de union al ribosoma 50S 23 30906-31913
Modificacion y procesamiento de
143930 ARN 17 1037562-1038279
317064 Actividad de transporte 21 996414-996735
33929 Remodelacion de la cromatina 26 1730008-1730799
33929 Remodelacion de la cromatina 26 1730008-1730799
255346 Desconocida 18 555591-556428
48079 Desconocida 29 355640-358363
301919 Transduccién de sefales 27 2648405-2650315
Modificacion postraduccional,
257920 recambio de proteinas, chaperona 25 2301304-2303501
318832 Desconocida 24 2165569-2166130
Replicacién, recombinacion y
316697 reparacion 20 1025077-1032304
284255 Unién a GTP 24 2116197-2118338
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RI

RI

RI
318120

317706
288941
RI
NE

RI
255140

316697
298021
85052

298587

316121
RI
129373
16265

45374
RI
288941
161203
300525

316121
288941
45374
RI
81281
297716
81320
RI
RI
RI
287437

155097
298587

39829
RI

Desconocida
Desconocida
Desconocida
Actividad GTPasa

Amidofosforribosil transferasa
Actividad ubiquitina thiolesterasa
Desconocida

Desconocida

Replicacién, recombinacién y
reparacion

Desconocida

Desconocida

Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas, chaperona
Dindmica y estructura de la
cromatina

Desconocida

Actividad monooxigenasa
Beta-1,3-endoglucanasa

Actividad de transporte

Actividad ubiquitina thiolesterasa
Transporte vesicular

Actividad oxidorreductasa
Dinamica y estructura de la
cromatina

Actividad ubiquitina thiolesterasa
Actividad de transporte
Desconocida

Actividad oxidorreductasa
Biosintesis de novo de pirimidinas
Actividad catalitica

Desconocida
Desconocida

Transportador de sustrato de unién

mitocondrial

Modificacion postraduccional,
recambio de proteinas, chaperona
Proteina 5 de autofagia
Desconocida

25
27
26
23

22
13
16

17

20
18
27

19
20
17
24

14

13
27
25

19
13
14
12
14
17
14

19
27
19
20

24
25

2174797-2175629
1299376-1300192
1188858-1189512
1577673-1583513

1868845-1870457
660700-663662
962079-962244

803099-803622

1025077-1032304
554940-557639
1978517-1979182

308782-309812

385826-387790

549516-550104

833593-835641
1581717-1582847

410342-412212

660700-663662
4162252-4166677
1944020-1945873

385826-387790
660700-663662
410342-412212
137116-137935
472872-474145
319391-321532
294584-295564

1019083-1019644
4949769-4952894
986097-987594
308782-309812
1303141-1304061
649677-649999

58



298021 Desconocida 18 554940-557639
233373 Actividad de transporte 13 881473-882882
92009 Desconocida 29 17785-22824
Actividad reguladora de respuesta
158454 del sistema de dos componentes 12 145121-148706
39327 Actividad de transporte 24 901931-902955
173440 Plegamiento de proteinas 27 3002472-3004679
RI Desconocida 23 728697-728756
RI
53153 Desconocida 13 827151-828116
RI Ribulosa bisfosfato carboxilasa 22 1350529-1351401
302018 Actividad de transporte 27 3159736-3161845
298410 Actividad activador de transcripcion 19 1213016-1215195
RI Desconocida 25 2057592-2057674
307447 Actividad ubiquitina ligasa 22 1451466-1453186
RI Desconocida 20 1012649-1013493
29454 Actividad oxidorreductasa 27 3354572-3356092
293951 Actividad de transporte 26 1241516-1243341
127437 Desconocida 26 3972858-3973788

7.10 Ensayos de estrés

7.10.1Susceptibilidad a radiacion UV-C

En total 224 cepas fueron sometidas a pruebas con distintos tipos de estrés en un primer
escrutinio utilizando 5 uL de solucién de esporas (100 esporas/uL) en placas Petri
(90x15mm). En este andlisis se identificaron 13 cepas con una mayor sensibilidad a
radiacion UV-C comparada con la cepa WT (Figura 13; no. de cepa 9, 10, 83, 98, 101,
182,187, 245, 282, 478, 605, 678 y 752), puesto que la proporcion de esporas viables
disminuyd en las primeras. El criterio de discriminacion de sensibilidad a radiacion fue
basado en la capacidad de crecimiento de las cepas, gradualmente disminuida conforme
la cantidad de energia aumentaba. No se consideraron como aparentemente distintas a la
silvestre aquellas cepas que presentaron un comportamiento abruptamente distinto al
disminuir o incrementar la energia 200 J/Cm?, por lo que quedaron fuera varias cepas.
Ademds, debido a la alta variabilidad obtenida en los experimentos realizados en
condiciones de oscuridad, no se tomaron en cuenta las cepas puestas a prueba en dichas

condiciones.
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Figura 15. Ensayos de estrés por dafio UV-C. Gotas con 500 esporas en suspension se
inocularon en PDA con Tritén X-100 y fueron expuestas a diferentes dosis indicadas de UV-C. Los
cultivos se incubaron a 27°C durante 6 dias en presencia o ausencia de luz blanca. L, luz blanca

constante, O, oscuridad. Cepas no sembradas: 31, 302

7.10.2 Estrés osmaotico

En los ensayos de estrés osmoético se identificaron 5 cepas con una mayor susceptibilidad
a KCl y sorbitol comparadas con la cepa WT (Figura 14; cepas 10, 392, 741, 748y 764).
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Figura 16. Ensayo de estrés osmotico. Se cultivaron 224 transformantes estables con un inéculo
con 500 esporas en PDA suplementado con Tritén X-100 con diferentes concentraciones de KCl y

sorbitol. La incubacién se realiz6 a 27°C durante 4 dias.

7.11 Ensayos de metabolismo

En.un primer escrutinio fueron cultivadas 224 cepas en los medios PDA, MC y MMV, con
el objetivo de discriminar aquellas con un crecimiento distinto al de la cepa WT. Se
identificaron 18 cepas con un crecimiento disminuido al ser cultivadas en MMV (Figura 15;
no. de cepa 10, 28, 49, 108, 172, 187, 194, 210, 314, 358, 478, 482, 540, 678, 727, 735,
752 y 753). No se consideraron como cepas con un crecimiento distinto al de la cepa WT

a aquellas que en un area considerable de la caja de cultivo presentaron un crecimiento
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disminuido junto con un gran numero de cepas vecinas (Figura 15, plantillas 6-8), salvo
que la diferencia de crecimiento fuese muy notoria, puesto que en el resto de los medios
no se observo un patron similar. Ademas, en el medio MC se identificaron cinco cepas
con un crecimiento reducido comparado con el de la cepa WT (Figura 15; no. de cepa 49,
210, 478, 678 y 763) y en el medio PDA se encontraron tres cepas con crecimiento
disminuido comparado con el de la cepa WT (Figura 15; no. de cepa 49, 210y 678).
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Figura 17. Ensayos de metabolismo. Se inocularon 224 cepas estables utilizando in6culos de

500 esporas en PDA, MC y MMV con Tritdn X-100 y se incubaron a 27°C por 48h.

Se evaluo la capacidad metabdlica de 15 cepas seleccionadas en el primer escrutinio, con
el proposito de identificar a las diferentes estadisticamente significativas, por lo que fueron
seleccionados los medios PDA, MC y MMV (Figura 16). En medio PDA las cepas 28, 210
y 224 tuvieron un crecimiento estadisticamente superior al de la cepa silvestre, mientras
gue las cepas 49 y 678 mostraron un crecimiento considerablemente atenuado (Figura 16
y 17, p<0.05). Con respecto al crecimiento en medio MC, las cepas 10, 49 y 678
presentaron un crecimiento disminuido al compararse con la WT (p<0.05), aunque la
diferencia es mucho mas marcada en las ultimas dos cepas (Figura 16 y 18). Finalmente
en el medio MMV fueron estadisticamente inferiores en crecimiento las cepas 28, 49 y
678 (Figura 16 y 19, p<0.05).
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Figura 18. Efecto de los medios de cultivo en el crecimiento radial de transformantes

estables. Se utilizaron 15 cepas distintas para evaluar el crecimiento radial a partir de un inéculo

de micelio joven en los medio PDA, MCy MMV. Se incubaron durante 48 h a 27°C en condiciones

de luz constante.
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Figura 19. Crecimiento radial en medio PDA. Se promediaron las areas de tres experimentos
independientes con sus respectivas barras de error (IC 95%). Se realiz6 un ANOVA de una via con
analisis post-hoc HSD Tukey (*p<0.05).
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Figura 20. Crecimiento radial en medio MC. Se promediaron las areas de tres experimentos
independientes con sus respectivas barras de error (IC 95%). Se realiz6 un ANOVA de una via con
andlisis post-hoc HSD Tukey (*p<0.05).
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Figura 21. Crecimiento radial en medio MMV. Se promediaron las areas de tres experimentos
independientes con sus respectivas barras de error (IC 95%). Se realiz6 un ANOVA de una via con
analisis post-hoc HSD Tukey (*p<0.05).

7.12 Conidiacion inducida por luz en las cepas transformantes estables.

Se evaluo la capacidad de produccién de conidios en 57 de las cepas estables (resultados
no mostrados) y se encontré6 que 4 cepas (no. de cepa 131, 640, 727 y 763) fueron
incapaces de esporular tras recibir un pulso de luz azul (Figura 20). Notoriamente, las
cepas 640, 727 y 763 presentaban una esporulacién normal cuando eran sometidas a luz
constante mientras que la cepa 131 solo mostré una reduccion en la produccion de
conidios, por lo que probablemente el cambio en el fenotipo tras el pulso de luz azul sea
debido a la insercién del plasmido por recombinacién homologa.

WT 131 458 578 610 640 727 763

Figura 22. Conidiacion inducida por luz en las transformantes estables. Se inocularon discos

PLA

de micelio en medio PDA y se crecieron por 48h a 27°C en condiciones de oscuridad. Los cultivos
resultantes fueron sometidos a un pulso de luz (PLA) o incubados en oscuridad (O) durante 48h a

27°C, mientras que otros cultivos fueron expuestos a luz constante (LC) durante 7 dias a 27°C.

Adicionalmente, fueron comparados los promedios de conteos de esporas en las 8 cepas
previamente analizadas. De esto, resultaron diferencias estadisticamente significativas en
las cepas 131, 640, 727 y 763, con una importante disminucion en la produccion de
conidia (Figura 21).
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Figura 23. Produccién de esporas inducida por un pulso de luz azul. Se promediaron los
conteos de esporas asexuales de tres experimentos independientes con sus respectivas barras de
error (IC 95%). Se realiz6 un ANOVA de una via con analisis post-hoc HSD Tukey (*p<0.05).

7.13 Los fragmentos genomicos en las construcciones plasmidicas empalman con

regiones codificantes en genes relacionados con metabolismo y fotoconidiacion.

Con el propésito de identificar las regiones de los genes en las que potencialmente se
integraron las construcciones plasmidicas, se realizaron alineamientos de los productos
de PCR obtenidos en cada una de las cepas que presentd un crecimiento disminuido con
respecto al de la silvestre, o una menor produccién de conidia estimulada por luz azul. El
100% de los genes empalmo con las regiones codificantes (Figura 22), lo cual sugiere que
los cambios en los fenotipos sean debidos a una alteracion en los genes intrinsecos de

las cepas, teniendo como resultado una probable modificacion en la expresién génica.
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Figura 24. Mapa génico de las regiones alteradas con las inserciones plasmidicas. Los genes
alterados de las cepas con un comportamiento diferente estadisticamente significativo en ensayos
de crecimiento radial (A) y fotoconidiacion (B) se representan con cajas grises. Los insertos

amplificados en cada una de las cepas se representan con una linea verde en la parte inferior de
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cada gen. Los sitios potenciales de restriccion Sau3Al para producir los anteriores fragmentos se

muestran con lineas rojas en la parte superior de las secuencias

8. Discusiodn

8.1 Inserciones aleatorias de los plasmidos a través del genoma.

En T. atroviride la introduccion de DNA plasmidico con secuencias heterélogas, por medio
de electroporacion o métodos biolisticos, se pensaba que resultaba en.integraciones en
regiones altamente recombinogénicas, con la consecuente aparicion de transformantes
inestables que perdian la resistencia a higromicina B al retirarse la presién de seleccion
(Herrera-Estrella, 1990). Otros reportan integraciones ectépicas.en todo el genoma con
ADN heterdlogo transformado por el método PEG-CaCl, (Cardoza et al., 2006).
Actualmente, es sabido que T. atroviride puede integrar ADN plasmidico con una
secuencia clonada de su propio genoma preferentemente por recombinacién homologa,
generando transformantes estables (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, en preparacion.
En este trabajo se presenta evidencia que sugiere integraciones por recombinacion
homologa, de diferentes secuencias del genoma de T. atrovirde clonadas en un vector
plasmidico, en 16 diferentes contigs del ensamblaje del genoma del mismo. Es de
destacar que no se aprecian-claramente regiones con preferencia a experimentar gran
cantidad de eventos de recombinacion, sino un patrén aleatorio correspondiente con la

indole aleatoria de la generacién de fragmentos a partir de la digestion total del genoma.

8.2 Estabilidad mit6tica

Previamente se ha reportado que tras introducir ADN plasmidico con un marcador de
seleccibn, a células de Trichoderma spp. resulta en un nimero alto de transformantes que
pierden la resistencia a la higromicina B o la capacidad de crecer en acetamida cuando se
retira la presion de seleccion, por lo que se catalogan como inestables (Penttila et al.,
1987; Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 2007). Tomando en cuenta lo anterior, fueron
consideradas como transformantes estables aquellas cepas que tras el ensayo de
estabilidad (tres pases monosporicos en medio selectivo, un pase en medio sin
antibiotico) crecieron en medio con higromicina B. En total fueron obtenidas 224 cepas, de

las que 74 crecieron rapidamente en las primeras 72h y las restantes presentaron una
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tasa de crecimiento disminuida, probablemente por la proporcibn entre nucleos
transformantes y nucleos silvestres, aunque deben de realizarse experimentos futuros
para explicar este fendmeno. Algunas de las cepas presentaron cambios en la morfologia
de la colonia y en la pigmentacién de las esporas, como se tiene reportado en eventos de

transformacion en T. atroviride (Lorito et al., 1993).

En hongos filamentosos la estabilidad mitética tiende a ser alta cuando se utilizan
sistemas basados en A. tumefaciens, como ejemplos se tienen trabajos realizados en
Aspergillus terreus (Wang et al.,, 2014), T. reesei (Zhong et al., 2017) y Beauveria
bassiana (Dos Reis et al., 2004), aunque siguen habiendo excepciones (Mora-Lugo et al.,
2014). Adicionalmente, con los métodos biolisticos se obtienen porcentajes altos de
transformantes estables con respecto a la transformacién por PEG-CaCl,, como se ha
identificado en T. reesei (Hazell et al., 2001), A. nidulans (Herzog et al., 1996), M.
anisopliae (Bogo et al., 1996) y Verticillium lecanii (Hasan et al., 2011).

Las explicaciones que se han propuesto para este problema de estabilidad estan basadas
en la cantidad de nucleos de las células usadas en el procedimiento de transformacion y
la eficiencia del método para integrar secuencias transformantes en dichos ndcleos (Lorito
et al., 1993; Mora-Lugo et al., 2014). De acuerdo con lo anterior, los métodos mediados
por Agrobacterium y por microbombardeo presentan mejores porcentajes de estabilidad
mitotica debido a que la cantidad de nucleos por espora es baja, en contraposicion con los
protoplastos usados en el método PEG-CaCl,. Sin embargo, parece ser que el principal
determinante es la eficiencia de integracion del método, puesto que en T. reesei se
demostré que incluso utilizando una cantidad menor de protoplastos, se obtuvo una
eficiencia superior a la conseguida con conidia (Zhong et al., 2007). Las diferencias en la
estabilidad mitética presentadas en los anteriores métodos y las transformantes abortivas
en el presente trabajo requieren ser estudiadas de manera exhaustiva para entender
mejor este tipo de fendbmenos. A pesar de que un gran numero de cepas transformantes
perdieron la resistencia a la higromicina B, la eficiencia de integracion de 28% es un buen

nuamero.

8.3 Identificacion de genes interrumpidos.
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En los dltimos afios se han realizado estudios de mutagénesis de diverso tipo en
Trichoderma spp., cuya identificacion y/o caracterizacion se ha realizado por medio de
diferentes medios. Por ejemplo, para estrategias de mutagénesis basadas en radiacion
gamma para identificar loci polimorficos se han utilizado técnicas de ADN amplificado
polimorfico aleatorio (RAPD), secuencias de regiones caracterizadas amplificadas
(SCAR), métodos de patrones gendmicos basados en el uso de oligonucleétidos que
amplifican elementos repetidos interespaciados (Rep-PCR), y secuenciacion total del
genoma (Shafique et al., 2011; Abbasi et al., 2016). Por otro lado, los enfoques AMT
identifican los sitios de insercion de T-DNA mediante la amplificacién de las regiones que
flanquean el inserto por TAIL-PCR, con nueve olgonucledtidos necesarios Yy
secuenciacion del producto terciario de la TAIL-PCR (Zhong et al., 2017).

En comparacién con los anteriores métodos, la localizacién e identidad de los fragmentos
del genoma clonados en el vector pCB1004 fue realizada por medio de PCR punto final,
secuenciacion y BlastN (JGI), utilizando un solo par.de oligonucleétidos. Una de las
desventajas del método presentado en este trabajo es que se produjeron un gran nimero
de inserciones dobles en una misma cepa, e incluso con menos frecuencia pueden ocurrir
hasta 3 inserciones independientes, por lo que puede resultar complicado asociar un
fenotipo particular producido a una de las inserciones. Otro inconveniente es que se
generaron cepas transformantes con las mismas inserciones, por lo que es probable que
surjan varias cepas que compartan integraciones en los mismos genes, pues es un riesgo
evidente cuando se propagan y reproducen una gran cantidad de copias de plasmidos

distintos.

8.4 Genes implicados en crecimiento.

Los ensayos de metabolismo a los cuales fueron sometidos algunas de las transformantes
estables revelaron 6 cepas con diferencias estadisticamente significativas respecto a la
cepa silvestre. Aunque de estas Ultimas fueron solamente las cepas 49 y 678 (Figura 16-

19) las que presentaron una disminucion abrupta en el crecimiento radial del micelio.

La cepa 49 presentd dos inserciones de fragmentos de un mismo gen (ID proteina:
33929). Este gen codifica para una proteina que participa en el complejo de remodelacién

de la cromatina SWI/SNF. En eucariotas, el complejo de remodelacion dependiente de
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ATP SWI/SNF se necesita para la regulacion de la expresién génica (Jansen et al., 2011)
y presenta modularidad estructural para regular distintos grupos de genes (Dutta et al.,
2017). La subunidad catalitica Snf2 es responsable del reposicionamiento del nucleosoma
por desplazamiento del mismo o removiendo histonas (Jansen et al., 2011). En el hongo
patégeno C. albicans, las subunidades Snf2 y Swil son indispensables para la
diferenciacion de la forma invasiva de la hifa, asi como la virulencia en modelo de ratén

de infeccién sistémica (Mao et al., 2006).

La cepa 678 presentd dos inserciones independientes en genes distintos (ID proteinas:
298021 y 233373). Una de estas inserciones fue ubicada en el genoma de T. atroviride;
sin embargo, los andlisis bioinforméticos no lo asociaron a una proteina anotada. La otra
insercion identificada correspondié a un gen relacionado con actividad de transporte de la
superfamilia facilitadora principal (MFS). En hongos los transportadores MFS pueden
participar en la multidrogorresistencia (dos Santos et al., 2014), pues fungen como
antiporter transportando moléculas pequefias ante gradientes i6nicos. Adicionalmente
estos transportadores pueden controlar indirectamente el potencial de membrana a través
del cambio en la homeostasis de lipidos membranales, regular el pH interno y la
magquinaria de respuesta frente a condiciones de estrés (dos Santos et al., 2014). Lo
anterior es consistente con la mayor susceptibilidad de esta cepa ante condiciones de
estrés oxidativo (Figura 14), no obstante no puede dejarse a un lado la supuesta

participacién de la otra insercién en el fenotipo.

Finalmente, la cepa 28 mostrd un crecimiento disminuido estadisticamente significativo en
MMV comparado con el-dela cepa WT vy, sorpresivamente, en el medio PDA la cepa
superd significativamente el crecimiento radial de la cepa WT. La cepa 28 presentd dos
inserciones en genes distintos que codifican para una ribonucleoproteina pequefia nuclear
(snRNP) SmF que participa en el procesamiento y modificacion de ARN (ID proteina:
143930) y una proteina lipocalina (317064). Las lipocalinas son proteinas pequefias, en
su mayoria extracelulares, con la capacidad de unirse a moléculas hidrofobicas pequefias
(Akerstrom et al., 2000). Las funciones de este grupo de proteinas son pleiotrdpicas e
incluyen la modulaciéon del crecimiento celular y metabolismo en plantas, bacterias y
animales (Akerstrom et al., 2000), por lo que probablemente tengan un efecto en la
disminucion del crecimiento radial observada. En el caso de la otra mutacion, es probable
gue la insercién no sea responsable del efecto en el crecimiento observado, puesto que

se ha demostrado, mediante mutagénesis de los sitios de unién de RNA, que el shRNP
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SmF de S. cerevisiae no es esencial para el crecimiento de la levadura, salvo en un sitio
especifico Arg74 (Schwer et al., 2016), aunque es necesario realizar un andlisis de
estructura funcion en T. atroviride para poder excluir el efecto de esta snRNP en el
crecimiento.

8.5 Identificacion de nuevos genes implicados en fotoconidiacion.

Las fotoinducciones a las cuales fueron sometidas las transformantes estables mostraron
cuatro cepas con una produccién de esporas disminuida significativamente tras un pulso
de luz azul (cepas: 131, 640, 727 y 763). La cepa 131 presenté integraciéon en-un gen que
codifica para un péptido sintetasa no ribosomal (NRPSs) T. atrovirde (ID.proteina 48079).
Los NPRSs se consideran parte del metabolismo secundario, aunque-tienen participacion
en el metabolismo primario y algunas de sus funciones.conocidas incluyen desarrollo
morfoldgico y celular, respuestas a estrés y patogenicidad (Keller et al., 2005). En A.
brassicola la delecion de uno de los genes NPRS, AbNPS2, resulté en una morfologia
anormal de la pared celular de las esporas y una tasa de germinacion de esporas

disminuida (Kim et al., 2007), tal como se observa en la cepa 131 (Figura 20).

La cepa 640 tuvo dos eventos de insercion independientes, con una insercion que no dio
resultados de empalme tras el BlastN en el genoma y una inserciéon que corresponde a
una proteina hipotética con unién a NADP perteneciente a la superfamilia alcohol
deshidrogenasa (ADH). En S. cerevisae se conocen cinco clases de ADH, donde dos
clases (I y Il) son proteinas citoplasmaticas expresadas en condiciones de respiracion y
fermentacion (Thompson et al., 2018), mientras que el resto de las clases (lll, IV y V)
presentan ADHs con funciones que no son completamente entendidas (Thomson et al.,
2005).

La cepa 727 presento tres inserciones independientes, una de éstas (ID proteina 39327)
en un gen que corresponde a una acuaporina de la familia de proteinas intrinsecas
principal (MIP). La MIP contiene proteinas involucradas en el transporte de agua y otros
solutos neutrales (Gomes et al., 2009). Mientras que la otra insercidn pertenece a un gen
gue codifica para una chaperona que participa en modificaciones postraduccionales de la
superfamilia DnaJ/Hsp40.

Por dltimo, la cepa 763 presento una Unica integracion en un gen que codifica una

proteina U-box (ID proteina 307447) vinculada con una actividad ubiquitina ligasa y como
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factor de corte y empalme del ARN mensajero. En levaduras, el prototipo de proteina U-
box Ufd2 funge como un factor de ensamblaje que coopera con las enzimas E1, E2 y E3
(Hatakeyama et al., 2001). Recientemente, un estudio demostr6é que un componente de la
ubiquitina ligasa E3 es fundamental para el crecimiento y esporulacion en el patégeno del
arroz M. oryzae (Prakash et al., 2016).

Aqui se reporta la participacion de nuevos genes en la produccién de esporas tras un
pulso de luz azul en T. atroviride. Para validar este nuevo aporte, se requieren analisis
futuros de supresién génica con el fin de demostrar que la poca produccién de conidia

estimulada por luz es debida a los genes aqui reportados.

8.6 Nueva estrategia de mutagénesis insercional

En hongos filamentosos se han desarrollado métodos-como mutagénesis quimica y por
radiacion UV, REMI, AMT, TAGKO, que se valen de diferentes estrategias y facilidades
para mutagenizar el genoma aleatoriamente con la finalidad de descifrar funciones
génicas. Las eficiencias producidas por los anteriores métodos suelen variar de acuerdo
con el género que se pretenda transformar, con resultados que van de excelentes hasta
insuficientes. Ademas, otras desventajas son la gran demanda en tiempo y esfuerzo por
optimizar una gran cantidad de variables para obtener una buena eficiencia de

transformacion y una laboriosa tarea de identificacion de los sitios de insercion.

En este trabajo fue desarrollada una nueva estrategia de mutagénesis insercional basada
en la integracion por recombinacién homologa del pldsmido pCB1004 con insertos del
genoma de T. atroviride. Con una eficiencia de integraciones estables del 28% y una facil
identificacion del gen alterado mediante PCR punto final. Esta nueva aproximacion
representa una nueva alternativa para ser probada en otros hongos filamentosos cuya
eficiencia sea baja con otros métodos, o bien cuya identificacion de los genes alterados

sea complicada.
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9. Conclusiones.

-La mutagénesis insercional mediada por recombinacién homadloga, utilizando fragmentos
del genoma de T. atroviride clonados en el vector pCB1004, resulta en una .buena
eficiencia de integraciones estables (28%).

-La identificacion de las inserciones en el genoma de las cepas mitéticamente estables se

realizaron mediante PCR y secuenciacion.

-Las integraciones de las construcciones plasmidicas en el genoma ocurrieron en tandem,

principalmente en eventos Unicos y dobles.

-La identificacién de las inserciones sugiere que las construcciones plasmidicas fueron
integradas al azar a lo largo del genoma, sin preferencia por regiones altamente

recombinogénicas.

10. Perspectivas.

-Realizar la técnica southern blot para verificar que las integraciones en los genes

mutados ocurrieron por homologia.

-Complementar las cepas transformantes, con un fenotipo distinto al de la cepa silvestre,

con los respectivos genes putativamente mutados para restaurar el fenotipo.

-Mejorar la eficiencia de transformacion por medio de: el uso de ARNi transitorio del gen
mus53, para evitar la via de integracion no homologa; y con el aumento de la eficiencia de

ligacion al afladir PEG o mediante particulas ferromagnéticas.
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Figura 25. Alineamientos de los productos de PCR obtenidos de transformantes con
defectos en fotoconidiacién y crecimiento con su respectiva secuencia del gen silvestre (T.
atroviride v2.0). Se muestran Unicamente las regiones de empalme de los alineamientos
producidos en la herrmienta ClustalW del programa MegAlign. Las bases marcadas con negro en
la secuencia del producto de PCR (PCR+numero de cepa.seq) indican las bases compartidas con
el gen silvestre.
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