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Resumen

La luz es un factor clave para la existencia de la vida en nuestro planeta,
regula una amplia variedad de procesos fisiologicos y del desarrollo en los seres
vivos a través de la alteracidon en la expresion de diversos genes que responden a
la sefial luminosa. En los organismos eucariotes un obstaculo para que se lleve a
cabo la eficiente expresion de dichos genes es el alto grado de empaquetamiento
en que se encuentra organizado el ADN nuclear formando una estructura
denominada cromatina. Esta estructura esta sujeta a modificaciones covalentes
cuyo blanco son principalmente las histonas, las cuales juegan un papel muy
importante en la regulacion de la transcripcion. Se sabe que la acetilacion
reversible de los tallos amino terminal de las histonas, principalmente H3 y H4 por
proteinas Acetil Transferasas de Histonas (HAT) trae como consecuencia una
débil interaccion entre el nucleosoma y el ADN, permitiendo que éste se encuentre
accesible a la maquinaria transcripcional, razoén por la cual la acetilacion esta
asociada a la activacion transcripcional de diversos genes. Trichoderma atroviride
es un hongo del suelo que parasita un amplio rango de hongos patégenos de
plantas, motivo por el cual es comunmente utilizado como agente de control
biolégico de hongos fitopatdgenos. Este hongo responde a la luz azul formando un
anillo de conidias en el perimetro de la colonia donde fue dado el estimulo
luminoso. En el presente trabajo se analiz6 el patron de expresion que
presentaban los genes de respuesta a luz phr-1 y bld-2 de Trichoderma atroviride,
en presencia de un inhibidor de desacetilasas de histonas. Nuestros resultados
indican que dichos genes se encuentran regulados por procesos de acetilacion-
desacetilacion. Se obtuvo una mutante del gen homologo a Gcn5 de
Saccharomyces cerevisiae a la cual se llamo tago-2. Esta mutante presentd un
fenotipo muy particular, ya que mostré una fuerte reduccion en su crecimiento en
comparacion con la cepa silvestre, su conidiacion fue escasa y después de un
pulso de luz azul no presenta el anillo de conidiacion caracteristico de la cepa
silvestre. Adicionalmente mostro una reduccion significativa en su capacidad como
micoparasita frente al fitopatégeno Sclerotium rolfsii. También, se obtuvo una cepa
transformante que sobreexpresa el gen tago-2, esta cepa muestra un crecimiento
similar al de la cepa silvestre, sin embargo es mas eficiente en detener el
crecimiento de Sclerotium rolfsii. Por ultimo se generd una cepa transformante con
substitucion de la lisina 14 de la histona H3 por glutamina. Con estos resultados
proponemos que el gen tago-2 de Trichoderma atroviride estd involucrado en el
crecimiento, desarrollo y capacidad micoparasita, asi como la conidiacion inducida
por luz azul en este hongo.

PALABRAS CLAVE: Trichoderma atroviride, luz azul, acetilacion de histonas.



Abstract

The light is a key factor for the existence of the life in our planet, due
regulates a wide variety of physiological and development processes in the living
organisms beings across the alteration in the expression of diverse genes that
answer to the luminous sign. In eukaryotes an obstacle for carried out the efficient
expression of the above mentioned genes is the high degree of packing in which
the nuclear DNA is organized, forming a structure named chromatin. This structure
is subject to post-translational modifications, whose targets are principally the
histones, which play a very important role in the regulation of the transcription. It is
known that the reversible acetylation of the amino-terminal tails of the core
histones, principally H3 and H4, by Histone Acetyl Transferases (HAT), brings as
consequence a weak interaction between the nucleosome and the DNA, allowing
that this one being accessible to the transcripcional machinery, therefore the
acetylation is associated with the transcripcional activation of diverse genes.
Trichoderma atroviride is a common soil fungus widely used as a biocontrol agent
due to its capacity to parasitize phytopathogenic fungi of major agricultural
importance. In this fungus a pulse of blue/UVA light induces the synchronous
production of conidia situated at the colony perimeter where the pulse was
received. In this work we analyzed the expression pattern of the blue-light-
regulated genes phr-1 and bld-2 of Trichoderma atroviride, in presence of an
inhibitor of the histone deacetylases. Our results indicate that the above mentioned
genes are regulated by processes of acetylation-deacetylation. We obtained a
mutant of the equivalent gene to Gen5 of Saccharomyces cerevisiae to which we
named tago-2. This mutant presented a very particular phenotype, because it
showed a strong reduction in its growth in comparison with the wild type strain, its
conidiation was poor and after a pulse of blue light it doesn’t show the conidiation
ring typically of the wild type strain. Additional tago-2 strain showed a significant
reduction in its capacity as mycoparasite fungus when was confronted to the
phytopathogenic Sclerotium rolfsii. Also we obtained a transforming that
overexpresing the tago-2 gene, this strain shows a growth similar to that of the wild
type, nevertheless it is more efficient in stopping the growth of Sclerotium rolfsii.
Finally a transforming strain was obtained by substitution of the lysine 14 of the
histone H3 for glutamine. With these results we propose that the tago-2 gene of
Trichoderma atroviride is involved in the growth, development and mycoparasite
capacity, as well as the conidiacién induced by blue light in this fungus.

KEY WORDS: Trichoderma atroviride, blue light, histone acetylation.
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l. INTRODUCCION
1.1 Laluz

El espectro electromagnético se compone de distintas longitudes de onda
comprendidas dentro de un intervalo definido de diversas frecuencias y abarca
desde los rayos césmicos, rayos gamma, rayos X, ondas de radio y television,
pasando por la radiacion infrarroja, la cual oscila a una frecuencia menor y
lleva consigo menor energia, hasta la radiacion ultravioleta, la cual oscila mas
rapidamente, y porta una mayor cantidad de energia. En el rango del
ultravioleta al rojo lejano es donde se dan inicio las reacciones fotoquimicas de
importancia biolégica. Dentro del espectro electromagnético, la luz visible es
tan solo uno de los muchos tipos de radiacion, y ocupa un pequefio rango de la
totalidad de éste, dentro del cual encontramos a la luz azul que tiene un rango
gue comprende de los 400 a 500 nanometros (nm) de longitud de onda (Figura
1).

Frecuencia en hertz

Rayos ehsmicos

Rayos gamma
Rayos x Ondas Hertzianas

Uttrawioleta
Inframajo

Luz vigible Fhd
Telewizién
400 500 GO0 VOO Onda corta
Longitud de anda en nm Radiodifusion
Tansmisian
enemgia eléctrica

)

167 16° 10
Longitud de onda en metros

Figura 1. Espectro electromagnético (Tomado de

http://edison.upc.edu/curs/llum/luz_vision/luz.html)

La vida y el comportamiento de todos los seres vivos dependen de una
manera muy importante de la luz proveniente del sol, ya que regula una amplia
variedad de procesos fisiolégicos y del desarrollo, a través de la alteracion en la
expresion de diversos genes que responden a este estimulo (Ma et al., 2001;
Linden et al.,, 1997). La habilidad de percibir la luz es crucial para lograr la

supervivencia de los organismos, ya que esto les permite adaptarse y
1



responder de manera adecuada a los distintos cambios en las condiciones
medioambientales (Linden H, 2002).

1.1.1 Fotorreceptores.

La percepcidn de la luz en los seres vivos, se lleva a cabo por moléculas
denominadas fotorreceptores las cuales se componen de proteinas o
complejos de proteinas asociadas a uno o mas croméforos con capacidad para
cosechar la luz. Estos Ultimos son pequefias moléculas de naturaleza no
proteica e incluyen principalmente: Retinoles, tetrapirroles y flavinas (Herrera y
Horwitz, 2007). La sefal luminosa es percibida y transmitida por el croméforo y
resulta en cambios conformacionales del fotorreceptor, con lo cual inicia la
transduccion de una cascada de sefalizacion derivada del estimulo luminoso
inicial; a la larga esto desencadena en las respuestas a la luz del organismo
involucrado. (Schwerdtfeger y Linden, 2003). Los fotorreceptores en animales
incluye a las opsinas, las cuales presentan siete dominios transmembranales y
unen como cromoforo al retinol, también incluyen a los criptocromos, los cuales
unen flavinas y pterinas y estan relacionados a la familia de la fotoliasa, pero no
tienen funcién de reparar ADN. Ambos receptores perciben a la luz azul. Las
plantas contienen numerosos fotorreceptores incluyendo criptocromos y
fototropinas los cuales perciben la luz por medo de las flavinas. Los fitocromos
de las plantas unen una molécula de tetrapirrol y son capaces de detectar a la
luz roja y roja lejana para controlar el reloj circadiano junto con los
criptocromos. (Alexander Idnurm y Joseph Heitman; 2005). Dentro de los
fotorreceptores hasta ahora descritos para los hongos encontramos: receptores
de la luz azul como las proteinas WC-1 y BLR-1 de Neurospora crassa Yy
Trichoderma atroviride respecivamente, asi como a las opsinas, los
criptocromos, los fitocromos y a las DNA fotoliasas (ldnurm y Heitman, 2005;
Corrochano y Galland, 2006; Purschwitz et al., 2006). Estos fotorreceptores
dotan a los organismos de la capacidad de responder adecuadamente a la
cantidad y calidad de luz con lo cual llevaran a cabo exitosamente sus

funciones fisiologia y del desarrollo.



1.1.2 Luz azul

La habilidad de percibir y responder a la luz azul cuyo rango en el
espectro abarca de los 400 a los 500 nm de longitud de onda, parece ser
ubicua en la mayoria de los organismos vivientes, ya que representa una sefial
elemental para inducir cambios e influir en el comportamiento de los mismos.
El primer reporte que se tiene de una respuesta a la luz azul fue hecho por
Darwin, quien describié una respuesta fototropica en plantas por accion de la
luz azul (Purschwitz et al., 2006). Actualmente se sabe que no sélo las plantas
responden a este estimulo, sino que han sido ampliamente estudiados los
procesos de percepcidn, transduccion de sefales y respuestas a la luz azul en
organismos como bacterias, hongos y algas. Algunas de las respuestas
reportadas por accion de la luz azul son: El fototropismo en plantas y hongos,
la inhibiciébn del alargamiento del hipocotilo, asi como la apertura de los
estomas, (Kaufman et al., 1993; Denisson et al., 1979), la induccion de la
sintesis de carotenoides en hongos (Rau et al., 1985), y el encarrilamiento del
ritmo circadiano en diversos organismos (Gehring et al., 2003). Un papel claro
para un criptocromo de respuesta a la luz azul y ritmo circadiano en animales
se ha descrito en Drosophilla (Cashmore, 2003). Mutantes en cry, que es un
gen que codifica para un criptocromo en Drosophila muestran deficiencias en el

cambio de fase en respuesta a luz.

1.1.3 Luz roja

Los fitocromos se describieron por primera vez en plantas, y esto basado
en la observacion de que la germinacion de semillas de Lactuca sativa se
inhibia por accion de la luz roja lejana, pero este efecto era revertido por
iluminacién subsecuente con luz roja (Borthwick et al., 1952). Desde entonces y
hasta hace algunos afios se pensaba que la capacidad de detectar a la luz roja
y roja lejana por accién de un fitocromo como receptor de luz se limitaba
Gnicamente a las plantas (Falciatore y Bowler 2005), sin embargo, estudios
recientes han demostrado que los fitocromos pertenecen a una gran familia de

fotorreceptores ampliamente distribuidos en organismos fotosintéticos y no
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fotosintéticos tales como: plantas inferiores, bacterias, algas y hongos

(Montgomery y Lagarias, 2002).

Son pocos los organismos en los que se ha estudiado el papel de la
percepcion y respuesta a la luz roja. Esto se debe a que no en todos se ha
encontrado una respuesta a este estimulo, o bien una secuencia en su genoma
que codifique un fotorreceptor que responda a esta. Por otro lado, aunque en
algunos organismos como N. Crassa se han reportado receptores putativos a la
luz roja como es el caso de los fitocromos PHY 1 Y PHY 2, adn no se conoce

una respuesta del hongo a este tipo de luz.

En Vicia faba la luz roja estimula el bombeo electrogénico de protones en
protoplastos (Serrano et al., 1988), esta accion es requerida para la apertura de
los estomas durante la fotosintesis. La luz roja estimula la respuesta fototropica
en tallos etiolados de chicharo (Kang and Burg, 1974). Mas recientemente, se
encontré que el hongo Aspergillus nidulans reprimia su desarrollo sexual por

accion de la luz roja (Blumenstein et al., 2005).

1.2 Percepcion de la sefial luminosa en hongos

Como ocurre en el resto de los organismos, los hongos también
responden a las sefales provenientes del medio ambiente, incluyendo la luz, y
dado que esta desencadena muchas respuestas en ellos como la conidiacion,
el fototropismo, el desarrollo sexual, el encarrilamiento del ritmo circadiano, el
metabolismo secundario, etc., no es sorprendente que los hongos sean
capaces de responder a diferentes tipos de luz, desde el ultravioleta hasta el
rojo lejano. Particularmente los hongos son un modelo de estudio ideal en
fotobiologia, esto debido a que la mayoria presenta una fase haploide,
entonces una mutacién unica frecuentemente da como resultado un fenotipo.
Los hongos pueden percibir distintos tipos de luz y ser capaces de responder
incluso al estimulo luminoso proveniente de una sola estrella lejana. Ademas
de las evidencias fisiol6gicas de su respuesta, asi como los proyectos de

secuenciacion de genomas han revelado que las cuatro clases de



fotorreceptores encontrados en otros reinos, se encuentran conservados en los
hongos (Purschwitz et al., 2006) (Figura 2).

Phytochrome

Opsin
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0F# Vivid
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Cryptochrome
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Current Biology

Figura 2. Se muestra a las diferentes proteinas
encontradas en los genomas de diversos hongos
que que podrian funcionan como fotorreceptores
(Tomado de Purschwitz et al., 2006).

1.2.1 Neurospora crassa

Probablemente el receptor de luz azul mejor descrito y mas estudiado en
hongos es la proteina White Collar 1 (WC-1), del hongo ascomiceto
Neurospora crassa, que junto con la proteina White Collar 2 (WC-2) son
esenciales para todas las respuestas descritas a luz azul en este hongo como
fototropismo, biosintesis de carotenoides, induccion del crecimiento de las
hifas, formacion de conidias y encarrilamiento del ritmo circadiano son
mediadas por la luz azul y casi todas dependen del complejo White collar
(WCC) (Ballario et al., 1996; Linden y Macino, 1997). Ambas proteinas han sido
definidas como factores de transcripcion con dominios GATA tipo dedos de zinc
de unién a ADN, también contienen dominios tipo PAS (Per-Arnt-Sim)
involucrados en detectar sefales intra y extracelulares (Ballario et al., 1998).
WC-1 presenta tres dominios PAS, de los cuales el primero pertenece a una

subfamilia de dominios especializados en percibir sefiales como luz oxigeno y
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voltaje, denominados LOV (luz, oxigeno y voltaje) y unen FAD de manera
similar a los primeros dominios LOV descritos en las fototropinas de plantas
(Froehlich et al., 2002; He et al., 2002). Por su parte, WC-2 tiene s6lo dominio
PAS. Mediante los dominios PAS WC-1 y WC-2 forman un complejo que actua
como activador transcripcional de genes que responden a luz de en forma
rapida y tardia. Dentro de los genes que responden a la luz azul, encontramos
a vvd, cuyo producto, la proteina VIVID contiene un dominio LOV, el cual une
FAD. VIVID es receptor de luz azul secundario, ya que depende del complejo
White Collar (WCC) y necesario para la adaptacion a la iluminacién constante y

para detectar cambios en la intensidad de luz (Schwerdtfeger y Linden, 2003).

1.2.2 Phycomyces blakesleeanus

Phycomyces blakesleeanus es un hongo zigomiceto, el cual produce
esporangioforos de mas de 10 cm de alto, los cuales presentan un tropismo
positivo o crecimiento hacia una fuente de luz azul o cercana al UV, mientras
que, presenta un tropismo negativo cuando la radiacién esta lejos de la regién
del azul, es decir menor a 310 nm (Corrochano y Cerd4-Olmedo,1992). En el
micelio la luz azul inhibe la formacion de micréforos y estimula el desarrollo de
los macroforos (Corrochano y Gallan.,, 2006), ademas se presenta una
acumulacion de B-carotenos. Otros estimulos que modifican el crecimiento de
los macroforos incluyen a la luz roja, verde, UV, la radiacion ionizante, la

gravedad, los olores y la presion (Corrochano y Cerda-Olmedo, 1992).

En los afios 60, Laureate MaxDelbriick aisl6 diversas cepas del hongo
Phycomyces blakesleeanus, las cuales presentaban defectos en el
fototropismo y cuyo gen mutado madA, recientemente se descubrio que
codifica para un fotorreceptor similar a WC-1 (ldnurm et al., 2006).



1.2.3 Aspergillus nidulans

Aspergillus nidulans es un hongo que se reproduce asexualmente
mediante conidiosporas y sexualmente por ascosporas, la luz roja es la sefal
de detencion del desarrollo sexual, pero favorece el desarrollo sexual (Mooney
et al., 1990). En la oscuridad el desarrollo sexual se ve exacerbado. La
mutacion del gen fphA, el cual codifica para un fitocromo, resulté en una
insensibilidad a la supresion del desarrollo sexual por accion de la luz roja. La
produccion de la proteina en.Escherichia coli y su purificacién, mostraron que
unia biliverdina y absorbia la luz en el rojo y rojo lejano (Blumenstein et al.,
2005),

El desarrollo en Aspergillus nidulans esta predominante mediado por la
respuesta a luz roja, sin embargo, se caracterizé una cepa mutante bliA (blue
light inducible) capaz de sensar luz azul presentando los efectos opuestos de la
luz roja (Champe et al. 1994).

1.3 El género Trichoderma

El género Trichoderma incluye varias especies de hongos filamentosos
clasificados como Ascomicetos, Serie Pyrenomycetes, Orden Hipocreales,
Género Hypocrea. Aungue se ha descrito la fase sexual para Trichoderma, en
general su ciclo de vida es asexual en el que se alternan micelio y conidias. El
micelio se caracteriza por poseer hifas mas o menos ramificadas, tabicadas y
con mas de un nucleo por célula. Las conidias presentan un unico nucleo
haploide, su morfologia es esférica de color verde, se forman sobre estructuras
denominadas conidi6foros que a su vez se sitlan sobre células denominadas
fidlides (Rosen et al., 1974). En determinadas condiciones nutricionales o frente
a condiciones de estrés como la desecacidon producen estructuras de

resistencia denominadas clamidosporas (Papavizas et al., 1984).



1.3.1 T. atroviride como agente de control biolégico.

Los hongos filamentosos del genero Trichoderma, han sido clasificados
como agentes para el control biolégico de enfermedades de las plantas. Estos
organismos de vida libre se distribuyen de manera ubicua en el suelo y estan
siendo exitosamente utilizados y comercializados para combatir una amplia
gama de hongos fitopatdgenos tales como Rhizoctonia solani, Phytium ultimum
y Botrytis cinerea (Hjeljord et al., 2000; Desai et al.,, 2002; Fravel, 2005).
Trichoderma spp. puede impactar directamente a los hongos: después de
detectar al huésped adecuado, Trichoderma responde con la produccion de
antibioticos, la formacion de estructuras especializadas tipo apresorio y la
degradacion de la pared celular, seguido por la asimilacion del contenido
celular del huésped, a este proceso se le denomina micoparasitismo (Chet y
Chernin, 2002, Steyaert et al 2003; Benitez et al., 2004). Los mecanismos de
micoparasitismo, antibiosis y competencia llevados a cabo por Trichoderma
spp. han sido ampliamente estudiados (Howell, 2003, Harman et al., 2004). Se
han descrito mas de 100 diferentes metabolitos con actividad antimicrobiana,
incluyendo enzimas degradadoras de la pared celular, peptaiboles y un amplio
espectro de antibidticos como la gliotoxina (Lorito et al., 1996; Wiest et al.,
2002). (Figura 3).
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Figura 3. Ensayo de confrontacién in vitro de Trichoderma virens vs Rhizoctonia solani. En el
lado izquierdo del panel, puede observase que la colonia de Trichoderma virens (izquierda)
sobrecrece a Rhizoctonia solani. En la parte derecha de panel se muestra un acercamiento
de la zona de interaccion y pueden observarse los detalles microscopicos de la interaccion
entre Trichoderma y Rizoctonia solani, ndtense las cicatrices producidas en R. solani por

accion de las enzimas liticas de Trichoderma (Elad et al., 1983; Kulling et al., 2000)

1.3.2 T. atroviride como modelo fotomorfogénico

En Trichoderma atroviride como en muchos otros organismos, la luz azul
regula varios procesos fisiologicos y del desarrollo. Se ha reportado que en
Trichoderma atroviride, un pulso de luz azul induce la produccion de conidias
en el perimetro de la colonia donde fue dado el estimulo luminoso (Horwitz et
al., 1985). Este patron definido y localizado denominado fotoconidiacidon
permite utilizar a Trichoderma como modelo para estudiar el proceso de
percepcion de la luz. Entre las respuestas fisiolégicas tempranas inducidas por
la luz en Trichoderma se generan cambios en los patrones de la fosforilacion
de proteinas, cambios en el potencial de membrana, incrementos en la
actividad de la adenilato ciclasa y la transcripcion de genes (Berrocal-Tito et al.,
2000). Recientemente se reportd la identificacion y caracterizacion de los
genes blir-1 y blr-2, los ortélogos a wc-1 y wc-2 de N. crassa. Ambos genes blr
son esenciales para la conidiacion y la expresion de phr-1 inducida por luz
(Casas-Flores et al., 2004). En un analisis por microarreglos de DNA en



respuesta a la luz de T. atroviride, se identificaron una serie de genes
dependientes e independientes de los genes blr, asi como genes que se
reprimen por la luz azul (Rosales-Saavedra et al., 2006), como es el caso del
gen bld-2, (Figura 4). Este dato abre la posibilidad de estudiar y descubrir
nuevos mecanismos epigenéticos en la regulacion de la transcripcion por la luz

en hongos.
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Figura 4. Analisis tipo northern en las mutantes blr y en la cepa silvestre de
Trichoderma atroviride. El el panel se muestran genes que se inducen por la luz azul
(phr-1) o que se reprimen (bld-2), la respuesta a la luz azul de estos genes muestra una

clara dependencia de dichos genes por las proteinas BLR-1 y BLR-2.

1.4 Organizacion del ADN

En las células eucariotas el ADN se encuentra organizado de un modo
muy peculiar, ya que se encuentra empaquetado en una estructura proteica
denominada cromatina. La unidad fundamental que se repite a lo largo de esta
estructura es el nucleosoma, una estructura de aproximadamente 10 nm de
diametro, compuesta por un octamero de histonas que incluyen dos moléculas
de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 y aproximadamente 160 pb de
ADN. En este contexto de un complejo heterocromatico usualmente no se lleva
a cabo el inicio de la transcripcion (Struhul et al., 1999) ya que la cromatina
funge como una barrera que impide el paso de la maquinaria transcripcional al
ADN. Sin embargo, se sabe que la cromatina esta sujeta a modificaciones
covalentes cuyo blanco son principalmente las histonas; estas modificaciones
postranscripcionales, dadas principalmente en las colas amino terminal de las

mismas, permiten el incremento o la disminucién de la accesibilidad del ADN
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por los complejos transcripcionales, generando dos estados de la cromatina:
Abierta o cerrada, respectivamente (Imohf, 2003). Dentro de las modificaciones
qgue sufren las histonas se incluye a la fosforilacion, la ubiquitinacion, la
acetilacion, la ADP ribosilacion y la metilacidn, (Figura 5). Estas modificaciones,
se pueden encontrar en combinacion formando un patron en un estado activo
y una combinacion diferente en un estado inactivo transcripcionalmente, por lo
gue se ha propuesto que existe un “cddigo de histonas” (Jenuwein, 2001). A
todas estas modificaciones que sufre tanto el ADN (sin alterar la secuencia de

éste) asi como las proteinas histonas y no histonas se le denomina epigénesis.
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Figura 5. Modificaciones covalentes a las cuales estan sujetas las histonas.
El tallo amino terminal de las histonas se ve madificado por la unién
covalente de diferentes grupos quimicos, lo cual se sugiere genera un
codigo epigenético que regula la transcripcion génica, dependiendo de las

combinaciones de estas modificaciones (Tomado de Axel Imhof, 2003).

1.5 Epigenética

La palabra “epigenética’ literalmente significa “ademas de los cambios en la
secuencia genética”. El término ha evolucionado para incluir cualquier proceso
gue altere la actividad del gen sin cambiar la secuencia del ADN, y conduce a
modificaciones que pueden transmitirse a células hijas. La epigénesis juega un
papel fundamental en la regulacién transcripcional. Distintos eventos

epigenéticos dan como resultado diversos patrones de expresién para
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diferentes copias de un mismo gen en una célula en particular (Gasser et al.,
1998).

1.5.1 Acetilacion de histonas

Una de las modificaciones de las histonas mejor estudiadas hasta ahora ha
sido la acetilaciéon, la cual se lleva a cabo por enzimas denominadas Acetil
Transferasas de Histonas (HAT por sus siglas en inglés), las cuales transfieren
un grupo acetilo proveniente del Acetil coenzima A, a las lisinas de las colas
amino terminal de las histonas, principalmente H3 y H4. La acetilacion de las
histonas, resulta en una neutralizacion de las cargas positivas de las lisinas lo
que trae como consecuencia una débil interaccidén entre el nucleosoma y el
ADN, permitiendo de esta manera que el ADN se encuentre accesible a la
maquinaria transcripcional, razon por la cual la acetilacién esta asociada a la
activacion de genes (Hong, 1993). Es posible que la acetilacion del nucleo de
histonas cause la desestabilizacién de la cromatina permitiendo la disociacién
de la histona H1 (Perry y Annuziato, 1989). Todas estas transiciones
estructurales pueden contribuir a facilitar la transcripcion (Wolffe y Hayes,
1999). Se pueden ubicar a las HAT’s en practicamente dos grupos: Las de tipo
A localizadas en el nucleo (Brownell et al., 1996) y las de tipo B que se
encuentran en el citoplasma, estas ultimas al parecer participan acetilando las
histonas libres que han sido recién sintetizadas en el citoplasma para su
transporte al nudcleo donde pueden ser desacetiladas e incorporadas a la
cromatina (Ruiz-Carrillo et al., 1975; Allis et al., 1985).

1.5.1.1 La Acetil transferasas GCN5

La primer proteina identificada con actividad HAT de tipo A se descubrié en
preparaciones macronucleares del protozoario ciliadoTetrahymena thermophila
(Brownell et al., 1996) utilizando un ensayo de actividad en gel, el cual reveld

qgue un polipéptido de 55 kDa (p55) presentaba actividad de acetilacion en
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histonas libres (Brownwll y Allis; 1995). La subsecuente secuenciacion de la
proteina mostrdé que era homodloga a Gen5 (General control nonderepressible-
5) de Sacharomyces cerevisiae (Georgakopoulos et al., 1992) la cual ya estaba
identificada como un regulador transcripcional (Berger et al., 1992; Marcus et
al., 1994; Silverman et al., 1994). El descubrimiento aporté fuerte evidencia
molecular de una relacion directa entre regulacion transcripcional y acetilacion
de histonas. Varios genes ortologos a Gen5 han sido clonados y secuenciados
en diversos organismos como el humano (Candau et al., 1996), el raton (Xu et
al., 1998), Schizosaccharomyces pombe, Drosophila melanogaster (Smith et
al., 1998), Arabidopsis thaliana, y Toxoplasma gondii (Hettmann et al., 1999),

sugiriendo que su funcién esta altamente conservada en eucariotes.

1.5.1.2 El papel de GCN5 en respuestas a la luz en Arabidopsis thaliana

En el afio 2006 (Benhamed et al., 2006), en Arabidopsis thaliana
encontraron que GCN5 era requerido para la regulacion del crecimiento
dependiente de la luz y para la expresion de genes. La mutante en GCN5
mostro un fenotipo de hipocotilo largo y una expresién reducida de genes
inducibles por luz, la mutacion en una desacetilasa de histonas denominada
HD1 mostro un fenotipo opuesto al mostrado por la mutante en le gen GCNS5.
En la mutante gcn5 se redujo la acetilacion de las histonas H3 y H4
mayoritariamente en las regiones del promotor, la acetilacion de la lisina 14 de
la histona H3 (H3K14) fue dependiente s6lo de GCN5. También se demostrd
que GCN5 se encontraba directamente relacionado a los promotores de

respuesta a luz.

1.5.1.3 GCN5 de Neurospora crassa

Neurospora crassa ha sido un hongo ampliamente utilizado como modelo
para el estudios de fotobiologia, recientemente lo es también para estudios
epigenéticos, mas especificamente la acetilacion de las histonas; clara muestra

13



de ello es un trabajo publicado por Grimaldi et al., 2006, donde el grupo de
autores generaron una mutante en Neurospora, a la cual llamaron ngf-1, cuya
proteina codifica una HAT homologa a Gen5 de Saccharomyces cerevisiae. .
Ellos encontraron que el residuo K14 de la histona H3 esta asociado con la
acetilacion transitoria del promotor del gen inducible por luz albino-3 (al-3)
después de la fotoinduccion, esta acetilacion fue dependiente del fotoreceptor
WC-1. La cepa mutante en la lisina 14 presentdé un fenotipo similar a una
mutante wc-1 y mostré una fuerte reduccion de la activacion transcripcional
inducida por luz del gen al-3 y de vivid. Adicionalmente la mutante en GCN5
mostrd un fenotipo alterado en el crecimiento y en la produccion de conidias,

ya que se vio disminuido en ambos casos.

1.5.2 Desacetilasas de histonas

La acetilacion de las histonas es un evento muy importante que se lleva a
cabo en diferentes organismos con el fin de regular diversos procesos
celulares, sin embargo tiene que existir un balance que determine el adecuado
funcionamiento fisiologico y metabdlico del organismo. Esta modificacion es
revertida por enzimas denominadas desacetilasas de histonas (HDACs por sus
siglas en inglés). La funcion de estas proteinas es remover el grupo acetilo de
las histonas utilizando un mecanismo de “relevo de carga” donde participan dos
residuos adyacentes de histidina, dos residuos de aspartato y un residuo de
tirosina, y es crucial para este mecanismo un ion Zn**, el cual se encuentra en
el fondo del bolsillo del sitio catalitico de la enzima (Finnin et al., 1999). Hasta
ahora han sido identificadas un gran namero de desacetilasas de histonas,
muchas de las cuales actuan como correpresores de la transcripcion. Las
HDACs de levadura Hdal y Rpd3 son reclutadas a los promotores por
proteinas represoras causando con ello la desacetilaciéon de la cromatina (Wu
et al., 2000). Esta modificacion de las histonas se ha visto asociada con la

represion transcripcional.

La desacetilacion de la lisina 16 de H4 parece ser importante para la

interaccion de las HADCs dependientes de NAD Sir3 y Sir4, con el
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subsecuente esparcimiento de la heterocromatina, la inhibicion de la actividad
de las HDACs y la inactivacién de sitios de hipoacetilacién en la histona H4

interrumpe la formacién de las regiones heterocromaticas.

1.5.2.1 Inhibidores de desacetilasas de histonas

En 1978 se descubrié el primer inhibidor no especifico de desacetilasas de
histonas, que fue el butirato (Candido et al., 1978; Sealy et al., 1998; Vidali et
al., 1978), sin embargo, en 1990 se describio el primer inhibidor especifico, el
antifingico Tricostatina A (TSA) (Yoshida et al., 1990).

Los inhibidores de HDACs pueden dividirse en varias clases incluyendo
hidroxamatos, péptidos ciclicos, acidos alifaticos, benzamidas y cetonas
electrofilicas. Todos los efectos que estos inhibidores causan en los
organismos se cree que son provovados en parte por la acumulacion de
proteinas acetiladas como las histonas de los nucleosomas, generando con
esto un estado hiperacetilado, lo cual juega un papel muy importante en la
regulacion transcripcional (Jenuwein et al., 2001; Zhang et al., 2001; Agalioti et
al., 2002).

1.5.2.2 Trichostatina A

Uno de los inhibidores mas empleados y estudiados para estudios epigenéticos
es el farmaco Trichostatina A (TSA), el cual se aisl6 por primera vez de la
bacteria Streptomyces hygroscopicus, (Tsuji et al., 1976), este metabolito es un
antibiotico antifingico usado contra Trichophyton. El TSA es un compuesto en
cuya estructura se destaca la presencia del grupo acido hidroxamico, el cual
entra en contacto con el sitio activo de las HDACs quelando el ion Zn*" e

inhibiendo la enzima a concentraciones nanomolares.
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II. JUSTIFICACION

Organismos del genero Trichoderma han sido utilizados como agentes de
control biolégico (Chet, 1987) y para la produccion de enzimas hidroliticas,

antibiéticos (Meyer, 1991) y proteinas heterélogas (Cheng et al., 1990).

Hasta la fecha los esfuerzos que se han hecho por entender el fenomeno
de esporulacion y la percepcion de la luz en Trichoderma, se han enfocado
principalmente en estudios fotobiologicos y bioquimicos. Los estudios genéticos
y moleculares han sido escasos y no han llevado a resultados concluyentes.
Los procesos involucrados con la respuesta a luz azul en T. atroviride han sido
estudiados y analizados, sin embargo, hasta donde se sabe ningun grupo de
investigacion ha estudiado el papel que juega la acetilacion en la expresion de
genes en Trichoderma, y no ha habido reportes en este hongo de la
participacion de la acetil transferasa de histonas (HAT) ortdloga a GCN5 de
Saccharomyces cerevisiae en este proceso y en los procesos de conidiacion y
micoparasitismo. Sin duda alguna el entendimiento de los mecanismos
genéticos y moleculares ayudaria a disefiar mejores estrategias para manipular
los diferentes procesos fisiolégicos y del desarrollo y asi lograr un
aprovechamiento 6ptimo de Trichoderma en la generacién de productos

importantes para la industria, la medicina y como agente de control biolégico.

En base a los antecedentes presentados de la percepcion a luz en
diferentes organismos, planteamos la posibilidad de encontrar el papel que
juega una acetil transferasa de histonas en la respuesta a luz azul en este
organismo, esto mediante la generacién de mutantes y transformantes que
nos ayuden a entender los mecanismos genéticos y moleculares de la

percepcion de la luz azul y la fotoconidiacion.
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[ll. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estudiar el papel que juega la HAT (homdloga a GCN5) en la epigenética

del hongo micoparasitico Trichoderma atroviride.

3.2 Objetivos especificos

1.

Determinar el efecto que tiene el inhibidor de desacetilasas de histonas
Trichostatina A en el patrén de expresion de phr-1y bld-2, asi como en

el proceso de conidiacion.

Identificar y clonar el gen ortélogo a GCN5 de Saccharomyces cerevisae

en el genoma de Trichoderma atroviride.

Generar una cepa mutante por doble recombinaacion homologa del gen

gue codifica para gcn-5 de Trichoderma atroviride.

Generar cepas que expresen diferentes niveles del gen gcn-5 de T.

atroviride.

Generar cepas mutantes individuales en las lisinas 9 y 14 de la histona

H3 asi como la doble mutante de las mismas.

Determinar el patrén de expresion por RT-PCR punto final de los genes

phr-1y bld-2 en cada una de las mutantes arriba mencionadas.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Cepas y condiciones de cultivo

4.1.1 Hongos

Durante la realizacion de este trabajo se utilizd la cepa IMI206040 de
Trichoderma atroviride. Los cultivos de esta cepa se crecieron a 28°C e n cajas
con PDA (Papa Dextrosa Agar, DIFCO™). Para los ensayos de induccién por
luz se utilizé medio PDYCA (Potato Dextrose Agar 3,9% extracto de levadura
0,2% y casaminoacidos 0,12%), medio PDYCB (Caldo, Papa Dextrosa,
DIFCO™ 24g/L, extracto de levadura 2g/L y casaminoacidos 1,2g/L) y el
farmaco inhibidor de desacetilasas de histonas Tricostatina A (TSA) 200ng/ml.
Para la seleccion de cepas transformantes se utilizé PDA con 100 ug/ml de
higromicina cubiertos con medio selectivo con agarosa al 0.8 % (100 pg /ml de

higromicina).

4.1.2 Bacterias

Para la manipulacion y amplificacién de plasmidos se utilizaron las cepas
DH5a y JM109 de Escherichia coli. Estas cepas fueron crecidas y mantenidas
en medio LB (1% de Triptona, DIFCO™, 0.5% de extracto de levadura, DIFCO
y 1% de NaCl). Cuando fue necesario se agrego carbenicilina (100 ug/ml). Los
plasmidos utilizados fueron: pGFP-Hyg y pBHY70 , ambos incluyen el gen de la
higromicina fosfotransferasa (hph) de E. coli bajo el control del promotor trpC
de A. nidulans.

4.2 Extraccion y manipulacion de acidos nucléicos

Se extrajo DNA total de micelio de T. atroviride segun el protocolo descrito
por Raeder y Broda (1985). EI DNA plasmidico se extrajo por el método de lisis
alcalina (Sambrook et al., 1989). Se aisl6 el RNA total del micelio de las
diferentes muestras de T. atroviride utilizando el protocolo descrito por Jones et

al. (1989). El analisis tipo Northern de las muestras de RNA se realiz6 segun
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Sambrook et al. (1989). Para el andlisis tipo Northern se utiliz6 como sonda un
fragmento de 430 pb del gen bld-2 de T. atroviride. Este fragmento fue marcado
con [**P]dCTP por el método de “Random Priming” (marcaje aleatorio) y
utilizados para detectar los mensajeros correspondientes al gen. Como control
de carga de RNA se hibridaron las membranas con un fragmento de 500 pb del

gen B-actina de T. atroviride.

4.3 Identificacién in silico del gen Tago-2 de T. atroviride

Para identificar a la HAT de T. atroviride ortéloga a GCN5 de
Saccharomyces cerevisiae, primeramente se realiz6 un analisis tipo n-blast
untilizando como sonda la secuencia de nucleotidos del gen ortdlogo de GCN5
de S. Cerevisiae en N. Crassa. Con los resultados obtenidos, se llevé a cabo
un alineamiento entre varias HATs pertenecientes a hongos filamentosos,
plantas y humano, se identific6 una region altamente conservada y se utilizd
como “sonda electrénica” para buscar en el genoma de T. atroviride, en cual
esta secuenciado en su totalidad (http://www.jgi.doe.gov). La sonda hizo blanco
con una region y se tomaron aproximadamente 5 kbps hacia el 5’ y otro tanto
hacia el 3’ para abarcar al gen completo. Una vez obtenida la secuencia se
determindé in silico el marco de lectura abierto (ORF) (GEN SCAN,

http://genes.mit.edu/GENSCAN.html, Burge y Karlin, 1997), lo cual nos arrojo

un gen con un ORF de 1336 pb asi como dos intrones, los cuales fueron

confirmados posteriormente por secuenciacion.

4.4 ldentificacién in silico del gen que codifica para la histona H3 de  T.

atroviride

Con la finalidad de identificar y clonar al gen que codifica para la histona
H3 de T. Atroviride, se siguié el mismo procedimiento utilizado para identificar
el gen Tago-2. Una vez obtenida la secuencia se determiné el marco de lectura
abierto (ORF), de 1174 pb y una secuencia codificante de 510 pb, predichas
por el programa GENSCAN (Burge y Karlin, 1997).
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4.5 Determinacién de la estructura de la proteina T  AGO-2

El andlisis de la composicion de dominios para la secuencia se realizé con
el programa Pfam (Bateman et al., 2002) con un valor de 10 y el alineamiento
de los dominios fue llevado a cabo con el programa ClustalW (Thompson et al.,
1997).

4.6 Interrupcién del gen tago-2

A partir del ADN obtenido de la cepa silvestre IMI206040 de Trichoderma
atroviride se amplifico un fragmento de 2324 pb correspondiente a la region 5’
inmediata al ORF del gen tago-2 utilizando los oligonucle6tidos F5
(5’ GGGGTACCCCCCGTGGGATATGGCGAAGTGTA 3" y R5
(5'CCCAAGCTTGGGACGGGAGACGCTGGTTGGAGATS3) y una region de
1008 pb correspondiente a la region 3’ inmediata al ORF de la HAT, las bases

subrayadas corresponden a sitios de restriccion de las enzimas Kpn |, Hind IlI
respectivamente. Con los oligonucledtidos F3
(5’ AACTGCAGCTGCATGGCCGTTCCTCG3) y R3 (5
GCTCTAGAGTACTTTGTGTGCAATCGAG?3), las bases subrayadas
corresponden a sitios de restriccion de las enzimas Pst | y Xba |
respectivamente y fueron afadidos a los oligos para facilitar su clonaciéon. Los
fragmentos amplificados correspondientes al 5" upstream y 3"upstream de tago-
2, se clonaron en el plasmido pBHY70; el fragmento 5’ se clond rio arriba del
casete de higromicina y el fragmento 3’ rio abajo del mismo en una misma
direccidn, siguiendo la polaridad del gen. La construccion generada se digirid
con las enzimas de restriccion Kpn | y Xba | de New England Biolabs
siguiendo las especificaciones del fabricante, el fragmento obtenido de 4732 pb
fue utilizado para transformar protoplastos de T. atroviride.
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4.7 Expresion constitutiva del gen  tago-2

Para expresar constitutivamente al gen Tago-2, el cDNA correspondiente
se amplifico utilizando a los oligonucleotidos OeF
(5'TCTAGAATGGCCGACATCAAAGAAG?I) y OeR
(5’ATGCATCTATTTGTCCGGCTCGAG3’) los cuales incluyen a los sitios de
restriccion Xba | y Nsi |, que ademas estan presentes en el plasmido pHYG-
GFP (bases subrayadas), quedando bajo el influjo del promotor de pki del gen
gue codifica para la piruvato cinasa y el terminador cbh2 del gen que codifica
para la celobiohidrolasa 2 de Trichoderma reesei (Mach et al., 1994). La
construccion obtenida se confirmdé por secuenciacion por el método enzimatico
de Sanger et al., 1987 y fue utilizada para transformar protoplastos de T.

atroviride.

4.8 Generacion de la construccion para la mutante H ~ 3K14Q

Para realizar la substitucion de la lisina 14 de la histona H3 por glutamina,
se utilizd un oligo mutagénico que portaba las mutaciones puntuales justo en el
triplete de bases codificantes para lisina correspondiente a la posicion 14,
(AAG reemplazado por CAG en la posicion 14), este oligo junto con el reverso
se utilizaron para amplificar a partir de ADN gendémico de la IMI 206040, la
region correspondiente al ORF de la histona H3 de T. Atroviride. El
oligonucled6tido mutagénico incluyd adicionalmente el sitio para la enzima de
restriccion Xba | y el reverso el sitio de reconociemiento para la enzima de
restriccion Nsi |. El fragmento obtenido de 1174 pb y fue utilizado para clonarlo
en fase en los sitios Xba | y Nsi | presentes en el plasmido pHYG-GFP,
quedando bajo la direccidon del promotor del gen pki y el terminador cbh2 (Mach
et al., 1994). La construccién obtenida fue verificada por secuenciacion por el
método enzimatico de Sanger et al., 1987 y fue utilizada para transformar
protoplastos de T. atroviride.
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4.9 Obtencion y transformacién de protoplastos

La obtencion de protoplastos fue realizada de acuerdo a Baek y Kenerley
1998 con ligeras modificaciones. Se inocularon 108 conidias en 100 ml de
PDYC y se incubaron por 24 h a 25 con agitacion a 250 rpm. El micelio se
colectdé por filtracion, se lavd con agua y 0.5 gramos (peso humedo) fueron
resuspendidos en Osmoticum (CaCl2 50 mM, manitol 0.5 M y MES pH 5.5, 50
mM) con 15 mg/ml de Lysing Enzymes from Trichoderma harzianum (LET)
(Sigma). La mezcla fue incubada a 25T con agitacié n suave por 3.5 h. Se
recolectaron los protoplastos filtrandolos a través de una malla de nylon estéril
con poros de 1 mm y posteriormente se realizd un segundo pase a través de
una malla de nylon con orificios de 100 um. Se agregaron 5 ml de Osmoticum
sobre las mallas de nylon para recuperar los protoplastos que pudieran haberse
guedado atrapados en éstas, se centrifugaron a baja velocidad y finalmente se
resuspendieron en Osmoticum a una concentracién de 1x10° protoplastos/ml. A
250 pl de protoplastos se les agrego de 10-20 ug de DNA transformante. La
mezcla se incubd en hielo por 20 min, posteriormente se agregaron 250 ul de
PEG-4000 al 60% en Osmoticum y se incubaron a temperatura ambiente por
20 min. De la mezcla obtenida se hicieron diferentes diluciones y se mezclaron
con 7 ml de medio de seleccién con agar suave y se vaciaron a cajas de Petri
con medio selectivo. Las cajas se incubaron a 25T por 72 h y se aislaron las

transformantes obtenidas.

4.10 Escrutinio para la obtencion de la cepa  Atago-2

Para comprobar los eventos de reemplazamiento del gen silvestre por el
mutante, se obtuvo DNA de las colonias transformantes y se realizaron varias
rondas de amplificacion por PCR utilizando oligonucleotidos cuya secuencia se
encuentra rio arriba del gen Tago-2 gendmico
(5TGTTGGCCAGCCCCCTATTTG 3" y
(5'CTCATTTCGCGTTGAAAAAGTCTC3') pero no en la construccion. Estos
oligonucleotidos se combinaron en una reaccién de PCR con un oligonucledtido
localizado en el gen hph (5GATAGTGGAAACCGACGCCCC3) de la
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construccion. A las colonias que dieron amplificacion positiva se les indujo la
esporulacion por luz y se sembraron esporas a diferentes diluciones en medio
selectivo 32 con Triton X-100 al 0.5% con la finalidad de obtener cultivos
monosporicos. Este procedimiento se realizo tres veces. Durante los pases por
medio selectivo para obtener cultivos monosporicos se observaron los

fenotipos de las transformantes para seleccionar a las posibles [tago-2.

4.11 Ensayos de fotoinduccién y tratamiento con TSA

Con ayuda de un sacabocados, se inoculd6 micelio de cultivos de las
diferentes cepas, previemente crecidos por 48 h a 25°C.. Posteriormente, se
inocularon fragmentos de la periferia de la colonia en cajas de de 9 cm con
PDA con un papel filtro Whatman ™ No. 50 de 8 cm de diametro que cubre a
un segundo papel filtro Whatman ™ No. 1, a su vez cubiertos con un papel
celofan y 3 ml de PDYCB. Los cultivos se crecieron 36 h a 28C en oscuridad,
periodo en el cual alcanzaron un diametro aproximado de 4.5-5.0 cm. finalizado
el tiempo a la mitad de las muestras se les aplicd una concentracion final de
TSA 100ng/ml y se incubaron nuevamente por 6 horas a 28C. Posteriormente,
las colonias fueron fotoinducidas exponiéndolas a una fuente de luz azul, con
una intensidad de 1200pmol/m? proveniente de un dispositivo que contiene dos
lamparas fluorescentes de luz blanca fria y un filtro azul de acrilico (LEE #183;
con una intensidad de 3pmol/m3s™). El micelio fue colectado con ayuda de un
bisturi bajo luz roja de seguridad (filtro LEE #106; con una intensidad de 0.1
pmol/m?s™) a los tiempos de 0, 5, 15, 30 y 60 min después de la exposicion a la
luz e inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido. Los ensayos de
fotoconidiacion no incluyeron el celofan y fueron colocados en la oscuridad por

24-36 h después del pulso de luz y fijados con metanol al 80%.
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4.12 Ensayos de confrontacion Trichoderma atroviride vs. Fitopatégeno

Para realizar los ensayos de confrontacion de las diferentes cepas de
Trichoderma atroviride contra hongos fitopatdégenos, se inoculé un fragmento
del en un extremo de una caja con PDA, y en el otro extremo se inoculo a los
hongos fitopatdgenos Rhizoctonia solana y Sclerotium rolfsii, para
posteriormente incubarlos en condiciones de luz continua y oscuridad a 28C

durante 5 dias.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Efecto del TSA
5.1.1 Efecto del TSA en el fenotipo de conidiacion  de la IMI 206040

En Trichoderma la conidiacion puede ser inducida por varias sefiales
como el estrés nutricional, el dafio mecanico y la luz. Cuando la conidiacion es
inducida por estrés nutricional la formacion de conidias tiene lugar
principalmente en la parte central de la colonia (Horwitz et al., 1985), donde los
nutrientes se han agotado. Cuando la conidiacion es inducida por luz, un pulso
luminoso es suficiente para inducir la conidiacion en una colonia que crece en
obscuridad y a las 24 aproximadamente se forma un anillo de conidias
localizado en lo que era la periferia de la colonia al momento de la iluminacién
(Betina, 1984). Cuando la conidiacion es inducida por dafio mecanico, ésta se
da en el area donde fue provocado el dafio (Casas-Flores et al., 2004).

Trichoderma no es capaz de conidiar en completa oscuridad.

El TSA, un compuesto de origen bacteriano, funciona como inhibidor de
desacetilasas de histonas y se determinado que es capaz de provocar distintos
efectos fenotipicos y cambios transcripcionales en varios oragnismos (Pile et
al., 2001; Ikegami et al., 1993; Grewal et al. 1998). No se conoce el mecanismo
exacto por el que la inhibicion de desacetilasas de histonas conlleva a la
represion o activacion de algunos genes, sin embargo, se cree que al menos
en parte es debido al estado hiperacetilado que se genera directa o
indirectamente en los promotores de los genes, ya que al existir una
descompensacion por el efecto del inhibidor entre el balance acetilacion-
desacetilacion. Este incremento en la acetilacion puede tener un efecto
importante en la regulacion de la transcripcion (Jenuwein et al., 2001; Zhang et
al., 2001; Agalioti et al., 2002). La disrupcién en la regulacién puede ocasionar

gque se expresen genes que en condiciones normales no son expresados.

Con estos antecedentes, nos hicimos la pregunta de: ¢cual podria ser el
efecto del TSA en la conidiacién y en la expresion de genes en Trichoderma

atroviride? En base a esta pregunta, se aplico una concentraciéon de 100ng/mi
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de TSA durante 6 horas a una colonia fotocompetente de Trichoderma a la que
posteriormente se le aplicd un pulso de luz azul. Los resultados nos muestran
que el TSA es capaz de inducir la esporulacion de la colonia incluso en

condiciones de completa oscuridad (Figura 6)

OSCURIDAD LUZ AZUL

CONTROLES

+ TSA

Figura 6. Ensayo de fotoconidiacion para T. atroviride en ausencia (controles) y en
presencia de TSA (+TSA). Las fotografias muestran las colonias crecidas en oscuridad
y expuestas a 100 ng/mL de TSA y después de un pulso de luz azul, el micelio hialino
no es visible en papel filtro blanco. Nétese la conidiacion de la colonia en oscuridad y

presencia de TSA.

Este resultado muestra que el TSA estd afectando directa o
indirectamente los genes involucrados en la conidiacién. El mecanismo por el
cual se observa este efecto no se conoce, pero probablemente que se esté
generando un estado hiperacetilado por efecto del inhibidor de HDACs en los
genes con responsables de la conidiacion, lo que lleva a un aumento en la

conidiacion de la colonia en condiciones en las que no conidia normalmente.
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5.1.2 Efecto del TSA en la expresion de genes de re  spuesta a luz azul de
la IMI 206040

Se tiene reportado que en Trichoderma atroviride 2,8% de sus genes
responden a la luz azul, de los cuales, el 2% se activan, a estos genes se les
denominé genes blu (blue-light-upregulated), mientras que el 0,8% restante se
ve reprimido bajo esa condicion y fueron llamados genes bld (blue-light-

downregulated) (Rosales-Saavedra et al., 2006).

Se conoce que la acetilacion que sufren las histonas del nucleosoma esta
relacionada con activacién transcripcional (Wolffe y Hayes, 1999). Mientras que
la desacetilacién de las mismas se asocia a la represion de genes. La mayoria
de los organismos vivos son capaces de detectar a la luz, desencadenando la
alteracion en la expresion de diversos genes que responden a este estimulo
(Ma et al., 2001; Linden et al., 1997, 2002). Actualmente se tiene reportado en
varios modelos de estudio una participacién conjunta de la luz y la acetilacion
como sinergismo para la adecuada respuesta y expresion de los genes

responsivos a la luz (Benhamed et al., 2006; Grimaldi et al., 2006)

La expresion de los genes bld-2 (gen reprimido por un pulso de luz azul) y
phr-1 (gen inducido por un pulso de luz azul) en el hongo Trichoderma
atroviride se ven alterados por la accion de la luz azul, sin embargo, ¢la
transcripcion de estos genes es dependiente de la acetilacion como se ha
demostrado para genes de respuesta a la luz azul como en Neurospora crassa
y Arabidopsis thaliana? Si esto es cierto, ¢la expresion de los genes es el
resultado de una influencia de la luz sobre la acetilacion y ésta a su vez activa

o reprime la transcripcion?

En este trabajo nos planteamos el tratar de responder estas preguntas.
Entonces aplicamos a Trichoderma atroviride un inhibidor de desacetilasas de
histonas como lo es la Tricostatina A (TSA), con lo cual se simulara un estado
hiperacetilado en el hongo, posteriormente realizamos el ensayo de
fotoinduccién aplicando 1200 ['M de luz azul a colonias del hongo, para
posteriormente colectar el micelio a diferentes tiempos (0, 5, 15, 30, 60 y 120

min después de la exposicion a la luz). EI ARN se extrajo de estas muestras y
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se llevaron a cabo ensayos de RT-PCR y Northern blot con el fin de determinar
el efecto del TSA en la expresion de los mensajeros de los genes bld-2 y phr-1.
Nuestros resultados nos indican que hubo un efecto del TSA sobre los genes,
ya que la expresion de éstos se vio alterada en comparacion de los controles
(sin TSA). El gen phr-1 codifica para una fotoliasa encargada de reparar el
dafio que pudiera sufrir el ADN por accién de la luz, este gen se comporta de
un modo muy peculiar, ya que en oscuridad no se observa el mensajero, es
decir no hay expresion del gen, sin embargo, cuando el hongo percibe luz en el
rango UV-B luz azul, presenta una acumulacion en el transcrito 15 min después
de que se le es dado el estimulo luminoso, teniendo su maxima expresion a los
30min, y éste va decayendo a los 120 min (Berrocal-Tito et al., 1999, 2000). El
resultado que se obtuvo en este trabajo es que al aplicar un inhibidor de
desacetilasas de histonas (TSA) el gen phr-1 ya no se comporta de la manera
anteriormente descrita, sino que su expresion se ve exacerbada en presencia
del inhibidor, y aun y cuando en la muestra control (sin inhibidor) el nivel del
mensajero empieza a decaer a los 60 min, en la muestra tratada se observo
que a ese tiempo la expresion del gen era equiparable a la maxima expresion
observada en la muestra control (Figura 7). El gen bld-2 cuyo producto proteico
predicho es una deshidrogenasa con diferentes especificidades también sufrid
una alteracion en su expresion. Este gen aporté un dato particularmente
interesante cuando fue analizado, ya que su expresion se ve reprimida cuando
le es dado un pulso de luz azul (Rosales- Saavedra et al., 2004); actualmente
no existe un caso reportado de represiéon por luz en los hongos. Cuando se
analizé su comportamiento en presencia del inhibidor, resultd que a diferencia
de la muestra no tratada su expresion no disminuia por accion de la luz

(Figuras 7 y 8).
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SIN TRATAMIENTO TRATAMIENTOTSA

LUZ AZUL LUZ AZUL
osc 0 5 15 30 60 osc 0 5 15 30 60 min
' - - ¢ bld-2
phr-1
actina

Figura 7. Ensayo de RT-PCR sobre el efecto de la aplicacion de TSA en la induccion y
represion de genes por la luz azul en Trichoderma atroviride. EIl farmaco ocasiona una

elevada expresién de los dos genes que no se observa en las cepas no tratadas.

SIN TRATAMIENTO TRATAMIENTOTSA
LUZ AZUL LUZ AZUL
OSC 0 5 15 30 60 120 240 0sC 0 5 15 30 60 120 240 min

bld-2

L

rRNA

Figura 8. Andlisis tipo Northern del gen bld-2 después del tratamiento con TSA. En la
figura se puede observar que la expresién del gen bld-2 no disminuye despues de un
pulso de luz azul, con un tratamiento con TSA, por el contrario, cuando la colonia no
fue expuesta al ihibidor la expresion del gen va disminuyendo conforme transcurre el

tiempo después del pulso de luz.

Estos resultados nos llevan a proponer los siguiente: se ha reportado en
la literatura que la acetilacion en las colas amino terminales de las histonas en
residuos especificos de lisina, es un mecanismo importante que permite la
accesibilidad de factores de transcripcion al ADN resultando en un evento

importante de regulacion transcripcional (Cheung et al.,, 2000). Nosotros
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creemos que estamos generando un estado hiperacetilado en Trichoderma
como consecuencia de la inhibicién de parte de las desacetilasas de histonas
presentes en el organismo, utilizando al inhibidor TSA. Al generar una mayor
acetilacion de las histonas los niveles de expresion de los genes bld-2 y phr-1
se ven afectados de una manera positiva, ya que éstos permanecen
encendidos durante un tiempo considerable en presencia de TSA en
comparacion con la cepa en condiciones control, nuestros resultados
concuerdan entonces con los resultados reportados en la literatura, donde se
ha vsito por regla general que la acetilacion de histonas es sinonimo de
activacion transcripcional, mientras que la desacetilacion se refleja en una
represion de la transcripcion. Cabe mencionar un punto interesante, y es que el
gen bld-2 como ya se explicd presenta transcripcion en oscuridad y ésta no se
lleva a cabo en presencia de luz, sin embargo con la aplicacion de TSA la
expresion del gen parece ser constitutiva. Grimaldi y colaboradores en el 2006,
demostraron que una mutante del gen homoélogo a GCN5 (NGF-1) en el hongo
Neurospora crassa daba como resultado una expresion constitutiva, incluso en
la oscuridad de un gen inducible por luz (al-3), y es que en oscuridad en la
cepa silvestre no se observa transcrito del gen al-3, esto los llevo a la
conclusién de que la acetil transferasa de histonas ngf-1 podria participar en el
mecanismo de represion en la oscuridad del gen al-3 de Neurospora crassa.
Nuestros datos nos sugieren por tanto que probablemente la acetil transferasa
de histonas que participa en la acetilacion del gen bld-2 en Trichoderma
atroviride (y que ésta podria ser aquélla homologa a GCN5 de Saccharomyces
cerevisiae) quizas esté involucrada en el mecanismo de represion del gen bld-2

en presencia de luz.

5.2 ldentificacién y aislamiento del gen  tago-2 de T. atroviride

En Saccharomyces cerevisiae la histona H3 es preferencialmente
acetilada por el coactivador Gensp (Georgakopoulos y Thireos, 1992). Gen5p y
sus homoélogos interactian con la cromatina dentro de complejos
multiprotéicos, como ADA y SAGA (Grant et al., 1997), SAGA es un complejo
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de multiproteinas donde Gcnbp posee actividad de acetil transferasa de
histonas, acetila varios residuos de lisina en las histonas H3 y H4, incluyendo
K9 y K14 de la histona H3, y K8 y K16 de la histona H4 (Kuo et al., 1996). Se
ha estimado que el complejo SAGA en Saccharomyces regula la expresion de
aproximadamente el 10% de los genes y alrededor de un tercio de ellos
presentan una regulacion negativa (Lee et al., 2000). Dentro de su estructura
Gcen5 presenta un dominio denominado bromodominio, éste se encuentra
presente y conservado en varias proteinas relacionadas a modificaciones de la
cromatina, incluyendo a las HAT’s nucleares (Dhalluin et al., 1999; Jacobson et
al., 2000) y es participe de la remodelacion del nucleosoma y la activacion
transcripcional (Syntichaki et al., 2000).

En el ano 2006, Grimaldi et al, reportaron que mutantes en el gen ortologo
a GCN5 de Saccharomyces crerevisiae en Neurospora crassa, Se vieron
afectadas en la respuesta a la lus azul. Adicionalemente, describieron que las
histonas localizadas en el promotor se acetilaban de manera preferencial en la
lisina 14 de la histona H3. Mutantes en la histona H3 que generaron el cambio
de la lisina 14 por glutamina, asemejaron el fenotipo de una mutante en el

fotorreceptor WC-1.

Adicionalmente, mutantes de A. Thaliana en GCN5, vieron afectadas su
respuestas a la luz azul como el alargamiento del hipocotilo y la induccion de

genes por luz azul (Benhamed et al., 2006).

Basandonos en estos antecedentes, nos dimos a la tarea de investigar si
la HAT de Trichoderma atroviride homéloga a Gen5 de Saccharomyces era la
responsable del posible efecto de hiperacetilacion llevado a cabo en los genes
bld-2 y phr-1. Para lograr esto, primero identificamos esa proteina en el
genoma de Trichoderma, llevamos a cabo un alineamiento entre varias HAT's
pertenecientes a hongos filamentosos, plantas y humano, posteriormente
identificamos las regiones mas altamente conservadas entre ellas y de una de
éstas obtuvimos una especie de “sonda electronica” buscando esta region
conservada en el genoma de T. Atroviride, del cual dispone nuestro grupo de
trabajo . La sonda hizo blanco con una region y se tomaron aproximadamente 5
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Kbps hacia el 5 y otro tanto hacia el 3’ y con ello tratar de abarcar al gen
completo. Una vez obtenida la secuencia se determind in silico el marco de
lectura abierto (ORF) utilizando el programa GENSCAN (Burge y Karlin, 1997),
lo que nos arroj6 un marco de lectura abierto de 1336 pb, el contenia dos
intrones. Como el programa GENSCAN también nos genera la secuenia de
aminoacidos, esta se someti6 a un alineamiento utilizando el programa
ClustalW (Thompson et al., 1997) y se buscaron dominios conservados con

ayuda del programa SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) (Figura 9)

obteniendo una alta similitud entre proteinas con actividad de acetil transferasa
de histonas.

Dentro de la secuencia obtenida para la proteina predicha las regiones
que desplegaron una gran cantidad de identidades y similitudes corresponden
a los dominios: Catalitico de acetilacion y al bromodominio que se une a las
lisinas acetiladas, este dominio se encuentra altamente conservado en las
HAT’s como describe la literatura (Dhalluin et al., 1999; Jacobson et al.,2000) lo
cual indicaba que muy probablemente se trataba del ortélogo a GCN5 de S.
cerevisiae, por lo que se decidi6 trabajar con esta secuencia y con ella disefiar
la construccion y poder asi generar la mutante en GCN5 y de este modo tratar
de determinar posible papel en la regulacion epigenética que ésta juega en T.

atroviride.
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S.cerevisiae FQKQLPKMPKEYI ARL VYDRSHLSVAVI RKPL TW GG TYRPFDKREFAEI VFCAI SSTE 183

C al bi cans FQKQLPKMPREY!T SRL VYDRSHLSVAWRKAL TWGSEl TYRPFNNRG-AEI \VFCAI SSTE 198
N crassa FQKQLPKMPKDY! ARL VYDRTHLSI Al VKKPL EW GGl TYRPFKGRQFAE! VFQAI SSDQ 168
T.atroviride FCKQLPKMPKDYI AR VYDRTHL S| Al VKKRL EWGS| TYRPEKCRQFAET VECAI SSDO 146
Aterreus FQKQLPKMPKDYI ARL VYDRSHLSI Al VKHPL EW GGl TYRPFNSRKFAE! VFQAI SSDQ 170
A thal iana FARQ_PN\,PKEYI VFLLMFKI—KSVM/LFG NLWGSI TYFPYI-SQKFGEI AQAl TAE 299
S. cerevisiae QVRGYGAHL MNHLKDYVVRNTSN KYFLTYADNYA GfFKKQGEFTKEI TLDKS WGY! KD 243
C al bi cans QVRGYGAH. MNHLKDYVRATSPI KYFLTYADNYA GfFKKQGFTKE! SLDKSVW/IGY KD 258
N crassa QVKGYGAH MBH KDY VKATSDVMHFL TYADNYA Gf FKKQGEFTKEI TLDKSVW/GY! KD 228
T.atroviride QVKGYGAH MSH KDY VKATSDVMHFL TYADNYA G/ FKKQGFTKEI TLPKHVWIGYL KD 206
Aterreus QVKGYGAH MBH KDY VKATSPI MHFL TYADNYAl G/ FKKQGEFTKEI TLDKS WGY! KD 230
A thal iana Q/KG(GTR_ r\NI-LKQ-IARJm_'I'I-FLTYAD\IWG{FVKQ}‘I' KEI YLEKD/WIGil KD 359
S. cerevisiae YEGGTLMXSVLP- R RYLDAGKI LLLQEAAL RRKI RTI SKSH VRRALEQRKLLNN KP 302
C al bi cans YEGGTLMXCSVLPSI L RYLDSGKI LLLQKAA ERKI RSRSKSKI VRRALQVAKTNKNVT- 317
N crassa YEGGTI MCVLP: RVRYLEMERM_LKQKEC/QAKI RAYSKSH VH@PPKQVK- - NG/TP 285
T.atroviride YEGGTI MICSMLP- R RYL EMERM.LKCKEGVQAKI RAYSKSHN HFPPKEVK-- NG RE 263
A terreus YEGGTI MCTMLP- K RYLEVGRVMLLKQREAVHAKI RAFSRSH | HFPPKEVK- - NGPCK 287
A thal iana YDAALMECK DR IQPYTELSSM FQ;RKN DERI RELSI\H;N\/YFKI EFU(I\EAG PR 418
* - kk * * . * .
S cerevisiae - - | DPMI PG. KEAGNATPEMDAL.

C al bi cans - - LDPKDI PG AEFAGASEEMDKL
N crassa - -1 DPLSVEA RASGASPDIVDEL

A terreus - -1 DPLSI PA KESGASPDIVDEL.
A thal iana

S cerevisiae

C al bi cans 424
N crassa 392
T.atroviride 370
Aterreus 394
A thal iana 538

S.cerevisiae

Calbicans  [FEIYYKNANKEEKEMNNKEKDCSEV- - - - - - - 449

N crassa

T.atroviride EPCK 402

Aterreus ADGH 426

A thal iana - 568
* k ok k kk o e

DOMINIO CATALITICO ACETILACION

I BROMODOMINIO

Figura 9. Alineamiento de secuencias de proteinas de GCN-5 de T. Atroviride con los
ortologos a esta proteina de diferentes organismos. La proteina predicha para el gen gcn-5 de
T. Atroviride, la cual fue denominada TAGO-2 fue sometida a un alineamiento de secuencias
de aa utilizando el programa ClustalW (Thompson et al., 1997), contra las proteinas GCN5 de
S. cerevisiae, C. albicans, N. crassa, A. terreus y A. thaliana. La regién sombreada en gris claro
corresponde al dominio catalitico de acetilacion y la region que esta en gris fuerte corresponde
al bromodominio, ambos dominios despliegan una gran identidad entre todas las proteinas. Se

muestra Unicamente el alineamiento del aa 123 al 402 de T. atroviride.
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5.3 Generacion de cepas mutantes y transformantes

5.3.1 Interrupcion del gen Tago-2

Mucho se ha trabajado en diversos organismos con la finalidad de dicernir
el papel juegan los homélogos respectivos de Gen5 . Estos esfuerzos han
llevado a realizar mutantes de la HAT ortdloga a Gcn5 y los fenotipos
resultantes han sido tan variados como interesantes. No obstante, existe
informacion muy peculiar en dos organismos diferentes como lo son
Arabidopsis thaliana y el hongo filamentoso Neurospora crassa, en ellos se
estudié no solo el efecto fenotipico que poseia una mutante en Gecn5 sino
ademas se analizd la participacion conjunta de la luz como sefial y la
acetilacion llevada a cabo por Gen5, como dos procesos interrelacionados para
lograr la adecuada expresion de genes de respuesta a luz. En Arabidopsis
thaliana se encontré que GCN5 era requerido para la regulacion por luz del
crecimiento y la expresion de genes, la mutacion de GCN5 resultd en un
fenotipo de hipocotilo alargado y una expresion reducida de genes inducibles
por luz. La mutante gcn5 redujo la acetilacion de las histonas H3 y H4
mayoritariamente en las regiones del promotor, la acetilacion de la lisina 14 de
la histona H3 (H3K14) fue dependiente s6lo de GCN5. También se demostrd
gue GCN5 se encontraba directamente relacionado a los promotores de
respuesta a luz (Benhamed et al., 2006).

En Neurospora crassa una mutante en Gcn5 mostrd un fenotipo de
crecimiento muy pobre y produjo pocas conidias, se encontré6 que el residuo
K14 de la histona H3 se asocié con la acetilacion transitoria del promotor del
gen inducible por luz albino-3 (al-3) después de la fotoinduccion, dicha
acetilacion fue dependiente de la proteina WC-1. La cepa mutante en la lisina
14 se comporto de manera similar a la mutante wc-1 y mostré una fuerte
reduccion de la activacion transcripcional inducida por luz del gen al-3 y de

vivid, otro gen que responde a la luz azul.

Teniendo como referencia estos antecedentes nos decidimos a

interrumpir el gen que en Trichoderma atroviride codifica para la HAT homdloga
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a Gen5 de Saccharomyces. Con el fin de analizar si esta acetil transferasa de
histonas se encuentra involucrada en los mecanismos de expresién de los
genes responsivos a luz bld-2 y phr-1. Una vez que mediante analisis in silico
se predijo cual era la region codificante de este gen, procedimos a realizar la
interrupcion del mismo. Para lograr este objetivo se como se describe en
,ateriales y metodos. La figura 10 muestra la posicion de los oligonucleotidos

utilizados en el analisis y generacion de la mutante en el gen Tago-2.

5 3
—
m—p 2324 pf G— 1008 ph <umm—
ORF 1336 pb

Figura 10. Representacion esquematica del ORF del gen Tago-2, las barras gris claro
representan la region genémica 5’y 3’ aledafias al ORF que esta representado en una caja gris
fuerte. Las flechas negras indican la posicién de los oligos y el tamafio que éstos amplifican
para realizar la doble recombinacién homdloga.

5.3.1.1 Obtencion de la construccion para generar|  a mutante tago-2

Una vez amplificadas las regiones arriba mencionadas se procedié a
clonarlas en el vector pBHY70, el cual lleva un casete de resistencia a
higromicina (hph), dirigido por el promotor TrpC de A. nidulans, para la
seleccién en T. atroviride, ambos fragmentos se clonaron cada uno al lado del
casete de higromicina, con esto obtuvimos la construccién pBHY70-5'3'-GCN5
(Figura 11) para transformar a T. atroviride y con esto generar la mutante por
doble recombinacién homologa reemplazando el ORF de tago-2 por el casete

de higromicina.
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Il _origen

5'GUNS

pBHY70-5"3"-GCNS

hph
7690 bp

pBR322 origen

Figura 11. Muestra el plasmido pBHY70-AGCN5 con un casete de
resistencia a ampicilina para su seleccion en bacterias y un casete
de resistencia a higromicina para su selecciobn en hongos, este
ultimo flanqueado por las regiones de T. atroviride aledafias al ORF
de Tago-2 utilizado para transformar T. atroviride y llevar a cabo el
reemplazamiento del gen.

5.3.1.2 Obtencion de la mutante tago-2

La construccion obtenida, se utilizo para transformar a T. atroviride por el
meétodo de protoplastos, descrito anteriormente en la metodologia del presente
trabajo, y de acuerdo a la teoria de la doble recombinacion homodloga, en
donde al transformar en un organismo pares de secuencias que presenten una
homologia suficientemente extensa (para el caso de Trichoderma atroviride) la
célula lleva a cabo un proceso de recombinacion en donde se pierde la copia
del gen enddgeno, mientras se sustituye por el gen de interés. En nuestro caso
el ORF de tago-2 se eliminard por doble recombinacibn homéloga de los
extremos 5y 3’ de la construccion conteniendo el gen de la higromicina
fosfotransferasa (Figura 12). Por esta razon la seleccién de transformantes
conteniendo la versién del gen interrumpido se hara evaluando la capacidad de

las colonias de presentar resistencia al antibiotico higromicina.

De este modo obtuvimos una gran cantidad de colonias resistentes al
antibiético. Se colectaron las esporas de las transformantes y posteriormente
se sembraron en cajas de Petri con medio selectivo (PDA + higromicina

100pg/ml) para obtener cultivos monospoéricos. Esto se realiz6 tres veces para
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asegurar la presencia de nucleos transformantes Unicamente. De este
escrutinio se obtuvieron 4 posibles mutantes que presentaron un fenotipo
alterado en el crecimiento, las candidatas crecian muy lento en comparacion
con la cepa silvestre. Basandonos en lo reportado en la literatura para
Neurospora crassa, un hongo filamentoso, donde la pérdida del gen homélogo
a Gcenb resultaba en un fenotipo de crecimiento lento (Grimaldi et al., 2006),
nos dimos a la tarea de analizar molecularmente a estas cepas transformantes
para determinar si presentaban el reemplazamiento génico. Con ADN
genomico de las transformantes se realizaron reacciones de amplificacion por
PCR, con dos oligonucleétidos que hibridan en la secuencia del gen tago-2
ubicados fuera de la secuencia construccion y otro oligo que hibridaba dentro
de la secuencia del gen hph presente en la construccion, de igual forma, se
utilizaron oligonucleotidos disefiados para amplificar el ORF de tago-2 y
determinar su ausencia (Figura 13).

Genoma T. atroviride

ORF HAT

pBHY70-5'3"-GCN5

|

Genoma T. atroviride 5 CASSETE HPH 3’

Figura 12. Muestra en posible evento de doble recombinacién homéloga llevado a cabo en
T. atroviride. Un plasmido llamado pBHY70-5'3-GCN5 fue construido para reemplazar la
secuencia que codifican los aminoacidos 1-314 de la proteina que presenta un total de 402
aminoacidos por el gen Higromicina fosfotransferasa (hph) utilizado como marcador de
seleccion.
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Nuestros resultados muestran que en las cepas transformadas con la
contruccion no hubo amplificacion del gen tago-2 a diferencia de la cepa
silvestre (Figura 14A), para la cual se amplific6 una banda de 1336 pb,
correspondiente al gen silvestre, lo cual sugirié que se trataba de las mutantes
por delecion de tago-2. Con la finalidad de reafirmar los resultados
observados para las candidatas, se procedié a realizar una PCR con un
oligonucledtido ubicado en el casete de higromicina y dos en el 5 del
genoma, pero que no incluye las secuencias de la construccion. En el caso de
todas las cepas con la combinacién de oligos 6 y 7 (Figura 14B), se observa
una banda de aproximadamente 2555 pb, correspondiente a la region 5’
utilizada para la recombinacion (2324 pb) mas la regién que amplifica el oligo
fuera de las coordenadas de la construccién (141 pb) y la regidon que se
amplifica del gen de higromicina (90 pb). Mientras que para la combinacion de
oligos 5y 7 (Figura 14C), se observo una banda en las cepas 2, 3y 4 de 2640
pb, correspondiente a la regién 5’ utilizada para la recombinacién (2324 pb)
mas la region que amplifica el oligo fuera de las coordenadas de la
construccion (226 pb) y la region que se amplifica del gen de higromicina (90
pb). La figura 14D nos muestra que en las 4 cepas mutantes esta presente el
casete de hph ya que éste amplifica en agquéllas y no en la cepa silvestre. Con
estos resultados confirmamos que tenemos nuestra mutante por delecion en

el gen ortélogo a Genb.

>
-— > NV

Figura 13. Ubicacién de los oligos utilizados para identificar la mutante en HAT asi
como los oligos utilizados para amplificar el ORF de HAT en la cepa silvestre.
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Figura 14. Analisis por PCR de las candidatas a mutantes tago-2. EI ADN de varias
transformantes y la cepa silvestre fueron utilizados para llevar acabo reacciones de PCR con
los oligonucledtidos sefialados. Wt = cepa silvestre, 1, 2, 3 y 4 = cepas mutantes. A) Se
utilizaron oligos que amplifican el ORF de GCNS5. B) y C) Oligos que identifican la mutante por
insercién del casete de higromicina. D) Oligos que amplifican una region del casete de
higromicina.

Con estos resultados optamos por trabajar con la cepa 4 ya que los
resultados indican claramente que se llevé a cabo la interrupcion del gen al
observar que: 1) En esta cepa hubo amplificacion del casete de higromicina. 2)
No hubo amplificacion del gen GCN5 silvestre. Y 3) Se obtuvo amplificaciéon
con las combinaciones de oligos utilizados para comprobar la adecuada
insercion del gen de higromicina por el gen GCN5. A esta mutante la llamamos

tago-2 (Por Trichoderma atroviride gcn5 ortélogo).

Nosotros no pudimos deletar el marco de lectura abierto del gen de
interés en su totalidad, ya que la secuencia obtenida del hongo en la region 3’
aledana al ORF presenta muchas ambigiedades, por lo cual nos fue imposible
disefiar oligos que amplificaran por lo menos 1000 pb ya que es Ilo
recomendable en nuestro modelo de estudio debido a que ése es el minimo de
pb que se requieren para obtener una buena eficiencia de recombinacion.
Como consecuencia de esto, disefilamos uno de los oligos para amplificar la
parte 3’ dentro de la region del ORF como lo muestra la figura 10, aun asi
deletamos la mayor parte de la proteina; ésta se compone de 402 aminoacidos

y eliminamos un total de 314 de los mismos. Hay que resaltar que dentro de la
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region eliminada se encontraba el dominio catalitico de acetilacion, (predicho
por el programa SMART), y de esta manera nos aseguramos de que dicha

modificacién no se lleve a cabo en las lisinas blanco.

5.3.1.3 Analisis fenotipico de crecimiento y morfol ogia de la mutante

Tago-2

Como habiamos mencionado anteriormente la mutante en gcn5 del hongo
Neurospora crassa mostré un crecimiento muy lento y con poca produccion de
conidias, ademas el color que presentaba, rosa palido era un tanto diferente al
de la silvestre (Grimaldi et al., 2006). Nosotros analizamos el fenotipo que
presentaba nuestra mutante, hay que recordar que T. atroviride silvestre se
comporta de un modo muy caracteristico, ya que en oscuridad la colonia no
conidia y si lo hace después de dado un pulso de luz azul (Horwitz et al., 1985),
ademas la velocidad de crecimiento es mayor cuando esta en la oscuridad, a
diferencia de cuando se crece en luz. Las conidias presentan un unico nucleo
haploide, su morfologia es esférica de color verde, se forman sobre estructuras
denominadas conidioforos que a su vez se situan sobre células denominadas
fidlides (Rosen et al., 1974). La mutante tago-2 obtenida en este trabajo,
concuerda con lo reportado para Neurospora ya que la colonia a nivel
morfolégico muestra un crecimiento muy lento en comparaciéon con la silvestre,
la conidiacion es escasa y dichas conidias no muestran el caracteristico color
verde de la cepa silvestre, ademas se observa como la colonia muestra un
patrén de crecimiento anormal, ya que en comparacion con la silvestre que
crece de forma radial, la mutante crece sin seguir el tipico curso de la silvestre,
por el contrario lo hace de un modo aberrante. El color de la colonia también es
distinto, se observa micelio amarillo y la secrecion de un pigmento café-
amarillento al medio (Figura 15). Todos los defectos mencionados estan
involucrados en la respuesta a luz de Trichoderma, por lo que suponemos que
este gen que hemos interrumpido esta probablemente implicado en la
regulacion y respuesta a luz de algunos genes, aun no sabemos si es la

misma cantidad que en Saccharomyces (10% de los genes totales) (Lee et al.,
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2000), eso habria que analizarlo eventualmente bajo el fondo genético de la
mutante. Lo que si podemos inferir es que el gen tago-2 esta involucrado
directa o indirectamente en la regulacion de genes que controlan la conidiacién
en Trichoderma, debido a la poca produccién de estas estructuras en la
mutante, adicionalmente los genes que participan en la pigmentacion de las
mismas, dotandolas de su tipico color verde, se encuentran alterados, pues la
mutante no presenta dicho color en sus conidias. Lo que también esta claro es
que estan afectados los genes de desarrollo debido al pobre crecimiento que

exhibid la cepa.

IMI 206040 Tago-2

Figura 15. Fenotipos de la cepa silvestre (IMI 206040) de Trichoderma atroviride y la
mutante en el gen ortélogo a GCN5, tago-2. Como se puede observar esta Ultima
muestra un fenotipo de morfologia y crecimiento muy distinto a la silvestre.

5.3.2 Obtencién de cepas transformantes que sobreex  presen el gen tago-

2

Con la finalidad de analizar si una cepa que sobreexpresara el gen tago-2
tendria efectos opuestos a los observados en la mutante del mismo gen y si
ademas esta cepa seria capaz de llevar a cabo en mayor medida la acetilacion
de las lisinas de las histonas, generando el estado hiperacetilado que
discutimos anteriormente con el efecto del TSA en la cepa silvestre, y de este
modo de acuerdo a la relacion mayor acetilacion mayor actividad
transcripcional, quizd podamos observar en los genes de respuesta a luz aqui

mencionados el efecto que se obtuvo con el tratamiento del inhibidor de

41



desacetilasas de histonas TSA. Para analizar esto nos decidimos a generar

cepas transformantes que sobreexpresaran el gen tago-2.

5.3.2.1 Obtencion de la construccion para generar | a sobreexpresante

tago-2

Para la obtencién de la construccion con la cual generamos las
transformantes extrajimos ARN total de una cepa silvestre de Trichoderma
atroviride, posteriormente realizamos una retrotranscripciébn con la enzima
SuperScript RT (Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante con
el fin de obtener cDNA. Una vez obtenido éste procedimos a realizar la
amplificacion del marco de lectura abierto del gen tago-2, mediante los oligos
OeF (5TCTAGAATGGCCGACATCAAAGAAGI) y OeR
(5’ ATGCATCTATTTGTCCGGCTCGAG?I) y éste se clond en fase en los sitios
Xba | y Nsi | presentes en el plasmido pHYG-GFP y en los oligos generados
(bases subrayadas), quedando bajo el promotor constitutivo de piruvato cinasa
de Trichoderma reesei (pki) y el terminador cbh2 (celobiohidrolasa) (Mach et
al., 1994). La construccion obtenida pZEGAOEGCNS5 (Figura 16) se secuenci6
por el método enzimatico de Sanger et al., 1987, y se linearizo para transformar

protoplastos de T. atroviride.

pkil

\A

&391 711

Xbal

c¢DNA GCN3 Ampicilina
pZEGAOEGCNS
7103 bp

4971 2131

Nsil

cbh2

4281 2841

3551

hph

Figura  16. Representaciébn  esquematica del plasmido
pZEGAOEGCNS5 con un casete de resistencia a ampicilina para su
seleccién en bacterias y un casete de resistencia a higromicina para
su seleccion en hongos, el ORF del gen de tago-2 se encuentra
clonado en fase bajo la direccién del promotor constitutivo pki, y
tiene un terminador de cbh2.
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La finalidad de clonar y transformar cDNA del ORF del gen tago-2 y no el
gen completo y a partir de gendmico, es tratar de que efectivamente este gen
se esté sobreexpresando, por eso no incluimos su propio promotor, ya que este
gen puede encontrarse regulado de diferentes maneras y no expresarse
siempre, razon por la cual lo clonamos bajo un promotor constitutivo, tampoco
clonamos el gen a partir de gendmico, ya que la presencia de intrones también
juega un papel importante en la regulacion de la expresién de los genes
eucariotas y esto puede ser un obstaculo en la eficiencia de expresion. Y en
miras de obtener realmente una elevada expresion del gen es que seguimos

estos puntos.

5.3.2.2 Obtencion y andlisis fenotipico de crecimi  ento y morfologia de las

transformantes Tago-2

La obtencion de las cepas transformantes se realiz6 digiriendo la
construccion con el fin de linearizar el plasmido y facilitar su integracion en el
genoma. Para esto se utilizé la enzima Eco RI (New England Biolabs ),
siguiendo las especificaciones del fabricante, La transformacion de protoplastos
se llevd a cabo como se describi6 en el apartado de metodologia y la seleccion
de las cepas transformantes se realizé de la misma manera que se hizo para la
obtencion de la mutante tago-2, descrito en el apartado: 5.3.1.2 Obtencion de la

mutante Tago-2.

Se obtuvieron una gran cantidad de cepas transformantes con resistencia
a higromicina, lo cual nos indicaba que la construccion se insertd en el genoma
de Trichoderma atroviride, ahora bien el fenotipo que mostraron las cepas
resultdé muy variado, ya que todas presentaban diferencias en cuanto a:
Velocidad de crecimiento, capacidad y modo de conidiacion y morfologia de la

colonia (Figura 17).

Estas diferencias se presentaron debido a que pueden pasar muchas

cosas tales como:
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1. La insercidon de la construccion no fue dirigida, por lo tanto ésta se integro
de manera ectopica y al azar en el genoma de Trichoderma, el sitio donde
haya recombinado influye de manera importante en el fenotipo, ya que se
pudieron afectar distintas regiones en el genoma incluyendo partes

fundamentales de regulacién como promotores o regiones codificantes, etc.

2. El nivel de expresion del gen clonado, ya que no sabemos el numero de
veces que se insertd, entonces puede haber un matiz diverso de expresiéon
qgue va incluso desde la nula expresiéon debido al probable silenciamiento

que se puede dar en un gen al haber un alto nimero de copias, pasando

OE2 OE3

por una expresion mediana, hasta una muy grande.

Figura 17. Fotografias de las diferentes cepas transformantes obtenidas y que son
candidatas como sobreexpresantes del gen tago-2, nétese el fenotipo tan variado que
presentan en comparacion con la silvestre. Las cepas fueron crecidas bajo periodos de

luz-oscuridad a 28°C. WT = cepa silvestre, OE1-9 = cepas transformantes.

5.3.3 Obtencién de cepas transformantes con mutaci6  n en la lisina 14 de

la histona H3, (H3 Q)

La modificacién que sufren las colas amino terminales de las histonas por
acetilacion de residuos especificos de lisinas, es un proceso trascendental para
la regulacion de la transcripcion. En varios sistemas los principales blancos de
acetilacion que conllevan a una activacion transcripcional son los residuos 9 y
14 de las lisinas de la histona 3 (H3), siendo el mayoritariamente susceptible de
acetilacion y por tanto correlacionando con una activacion de la transcripcion la
lisina 14 de H3 (Carrozza et al., 2003). Por este motivo se tomd en cuenta la
posibilidad de que en nuestro modelo de estudio fuera la lisina 14 de la histona
H3 el blanco principal de acetilacion en los promotores de los genes phr-1 y

bld-2. Para analizar esto construimos una cepa que llevara copias del gen que
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codifica para la histona H3 en donde el residuo de la lisina 14 estuviera
reemplazado por glutamina. Se escogié este aminoacido, ya que no es blanco
de acetilacion, y ademas es de caracteristicas fisicoquimicas similares a las de
la lisina con lo cual pretendemos no afectar el correcto plegamiento y estructura

de la proteina mutante final.
5.3.3.1 Obtencién de la construccién para generar | a mutante H3 "4

Para realizar la substitucion de la lisina 14 de la histona H3 por glutamina,
se utilizé un oligo mutagénico puntual en donde justo en el triplete de bases
codificantes para lisina correspondiente a la posicion 14, habia un cambio de
base que permitiria realizar la mutagénesis (AAG reemplazado por CAG en la
posicion 14), esto permitira que en la posicion 14 ahora se codifique el
aminoacido glutamina en lugar de la lisina, este oligo junto con el reverso se
utilizaron para amplificar a partir de ADN gendmico de la IMI 206040, la regién
correspondiente al ORF de la histona H3 de T. atroviride, el fragmento obtenido
de 1174 pb se clond en fase en los sitios Xba | y Nsi | presentes en el plasmido
pHYG-GFP y en los oligos generados, quedando bajo el promotor de pki y el
terminador cbh2 (Mach et al., 1994) obteniendo de este modo la construccion
pZEGAH3K14Q (Figura 18). Esta construccion se linearizo y se transformo a

protoplastos de Trichoderma.

H3K14Q Ampicilina
pPZEGAH3K14Q
7007 bp

4571 2131

cbh2 /

3551

Nsil

hph

Figura  18. Representaciébn  esquematica del plasmido
pZEGAH3K14Q con un casete de resistencia a ampicilina para su
seleccién en bacterias y un casete de resistencia a higromicina para
su seleccién en hongos, el ORF del gen de la histona H3 se
encuentra clonado en fase bajo la direccién del promotor constitutivo
pki, y tiene un terminador de cbh2.
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5.3.3.2 Obtencion y andlisis fenotipico de crecimi  ento y morfologia de las
transformantes H3K14Q

La transformacion de protoplastos y seleccion de las cepas
transformantes se realizé de un modo semejante que para la obtencion de las
cepas mutantes y transformantes del gen tago-2 (Ver metodologia y apartados
de obtencion de mutantes y transformantes del gen tago-2). De un modo igual
que para las transformantes que sobreexpresan el gen tago-2 se comportaron
estas cepas, ya que también mostraron diferencias a nivel fenotipo
correspondiente a velocidad de crecimiento, capacidad y modo de conidiacion y
morfologia de la colonia (Figura 17). Las posibles causas de esto pueden ser:
el efecto de la integracion ectépica del gen de la histona H3 cuyas
consecuencias fueron ya detalladas en la parte: 5.3.2.2 Obtencién y analisis
fenotipico de crecimiento y morfologia de las transformantes tago-2. O bien que
efectivamente su fenotipo sea consecuencia de la mutacidon puntual de la lisina
14 de la histona H3, y de este modo no se esté llevando a cabo acetilacion en
ese residuo especifico de la histona H3 lo que trae como consecuencia una
alteracion en la expresion de genes regulados en parte por la acetilacion de

dicha histona.

14-7 14-8 14-9 14-10 14-11 14-12

Figura 19. Fotografias de las diferentes cepas transformantes obtenidas y que son
candidatas de llevar una o varias copias del gen de la histona H3 con un reemplazo de la
lisina 14 por glutamina., nétese el fenotipo tan variado que presentan en comparaciéon con
la silvestre. Las cepas fueron crecidas bajo periodos de luz-oscuridad a 28C. WT = cepa

silvestre, 14 - 1-12 = cepas transformantes.

46



5.4 Ensayos de confrontacién de las cepas transformante S y mutantes

obtenidas de Trichoderma atroviride vs. Sclerotium rolfsii

Trichoderma sp es un género de ascomicetos que ha sido utilizado como
agente de control biolégico de varias especies de hongos fitopatdbgenos que
atacan cultivos de importancia agricola (Chet, 1987). Debido a esta relevancia
se ha trabajado considerablemente en la obtencion mediante la modificacion
genética de cepas mejoradas de este género que lleven a cabo de una manera
mas eficiente el control biol6gico. Una vez que se obtuvieron las cepas
transformantes y mutantes del gen tago-2, se decidié probar si aun eran
capaces de realizar su efecto micoparasitico frente a hongos fitopatégenos.
Para comprobar esto se realizaron ensayos de confrontacion tanto de la cepa
mutante tago-2 asi como una de las cepas transformantes candidatas a
sobreexpresar el gen tago-2, (que se selecciond porque presentaba una
velocidad de crecimiento mayor en comparacion con el resto de las cepas) con
una cepa de Sclerotium rolfsii, el cual posee una distribucion mundial y es
patdogeno de mas de 180 especies de plantas y (Aycok, 1961). Ataca diversas
fases del desarrollo de sus hospederos, desde la semilla hasta los productos

agricolas aun después de cosechados (Taubenhaus, 1919).

5.4.1 Ensayo de confrontacion mutantet ago-2 vs. Sclerotium rolfsii

Nuestros resultados indican que la mutante que tiene interrumpido el gen
tago-2 no es capaz de detener el crecimiento del hongo Sclerotium rolfsii, como
lo hace la silvestre, ya que el fitopatdgeno sobrepasa e invade con su micelio,
la colonia de la cepa mutante, no obstante la capacidad de la mutante de lisar
las células de Sclerotium no se pierde, aunque disminuye su eficiencia. Esto se
observa claramente en la figura 20 donde se puede apreciar como la cepa
silvestre detiene el crecimiento de Sclerotium y empieza a utilizar los
mecanismos propios para lisar las células, por el contrario la mutante tago-2,
no es capaz de detener el crecimiento de Sclerotium, ya que en una etapa
tardia de la confrontacibn se observa como el fitopatdgeno ya invadio

completamente la zona en la que se inoculd la mutante tago-2, sin embargo, se
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observa una zona donde el micelio de Sclerotium es muy escaso y esto
resultado de la lisis que ejercié Trichoderma sobre aquél, por lo que podemos
suponer que la eliminacidon del gen tago-2 se encuentra afectada no sélo en los
genes de desarrollo sino también en los que participan en la respuesta

micoparasita de T. atroviride.

Zona de lisis

Etapa temprana Etapa tardia

Figura 20. Fotografias que muestran la confrontacion realizada entre T.
atroviride mutante en el gen tago-2 y Sclerotium rolfsii. Como se puede
observar la mutante no es capaz de detener el crecimiento del hongo
fitopatdbgeno, aunque sigue teniendo efecto litico sobre las células de éste, lo
cual se ve claramente en la zona de lisis formada entre la interaccién de
ambos hongos. WT=cepa silvestre, S= Sclerotium rolfsii, A=mutante tago-2.

5.4.1 Ensayo de confrontacion sobreexpresante t ago-2 vs. Sclerotium

rolfsii

El ensayo de confrontacion realizado entre una de las cepas
transformantes que sobreexpresan el gen tago-2 y Sclerotium rolfsii muestra
que al parecer esta cepa es mas eficiente en controlar el crecimiento de
Sclerotium rolfsii a diferencia de la silvestre (Figura 21), ya que se observa
como la cepa Sclerotium rolfsii presenta un crecimiento menor cuando es
confrontada con la cepa transformante de T. atroviride; la razén de este hecho
puede deberse a que la cepa de Trichoderma transformante esté acetilando las
histonas en mayor medida que como lo hace la cepa silvestre, y esto debido a
gue hay mayor numero de copias de una acetil transfersa de histonas, con lo

cual la expresion de diversos genes se vea favorecida, y quiza se estén viendo
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afectados positivamente los genes de micoparasitismo en la cepa

transformante.

WT /S OE /S

Figura 21. Fotografias que muestran la confrontacién realizada entre una
cepa de T. atroviride al parecer sobreexpresante del gen tago-2 y Sclerotium
rolfsii. Como puede observarse la cepa transformante controla de una manera
mas eficiente el crecimiento del hongo fitopatégeno. WT=cepa silvestre, S=
Sclerotium rolfsii, OE=sobreexpresante tago-2.
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VI. CONCLUSIONES

. La aplicacion de un farmaco inhibidor de desacetilasas de histonas en la
cepa silvestre, altera el patron de expresion de los genes de respuesta a

luz azul bld-2 y phr-1.

. Se obtuvo una mutante en Trichoderma atroviride con interrupcion del
gen homologo a Gen5 de Saccharomyces cerevisiae. ElI gen se nombro

tago-2.
. Se obtuvieron cepas transformantes que sobreexpresan el gen tago-2.

. Se obtuvieron cepas transformantes que poseen copias del gen de la
histona H3 cuyo residuo 14 de lisina esta reemplazado por glutamina
(H3K14Q).

. El gen tago-2 es necesario para el correcto desarrollo, conidiacién y
respuesta a luz de Trichoderma atroviride.

. La cepa mutante tago-2 se encuentra defectiva en su capacidad

micoparasitica.

. Una de las cepas transformantes que sobreexpresan el gen tago-2
presenta una capacidad mayor de detener el crecimiento de una cepa de

Sclerotium rolfsii en comparacién con la silvestre.
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VII. PERSPECTIVAS

. Analizar el patron de expresion de los genes phr-1 y bld-2 en la cepa
mutante tago-2.

. Comprobar mediante analisis de Northern blot que las cepas
transformantes realmente estén sobreexpresando el gen tago-2, una vez
hecho esto, proceder a analizar el patron de expresion de los genes phr-

1y bld-2 en una de las cepas.

. Analizar el patrén de expresion de los genes phr-1 y bld-2 en las cepas

transformantes H3¥%4<,

. Analizar el patron de acetilacion en los promotores de los genes phr-1y

bld-2 en cada una de las mutantes arriba mencionadas.

. Analizar el patrén de expresion por PCR en tiempo real de los genes
phr-1 y bld-2 en cada una de las mutantes y transformantes arriba

mencionadas.

. Analizar el patron de expresion de los genes de conidiacién en cada una
de las mutantes y transformantes generadas.

. Analizar el patrén de expresion de los genes involucrados en
micoparasitismo en cada una de las mutantes y transformantes

generadas.
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