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Resumen 

 

Construcción de vectores para la generación de cepas knockdown y 

sobreexpresantes con proteínas etiquetadas en el hongo filamentoso 

Trichoderma atroviride 

 

El hongo filamentoso Trichoderma atroviride es utilizado como agente de 

biocontrol debido a que induce la resistencia sistémica a patógenos en plantas, 

produce antibióticos y enzimas líticas. Adicionalmente, este hongo se utiliza como 

modelo fotomorfogénico debido a que conidia en respuesta a un pulso de luz azul. 

Las proteínas BLR-1, BLR-2 y TGF-1 juegan papeles muy importantes en la 

respuesta a la luz azul. A pesar de la importancia de éste hongo en la ciencia 

básica y la aplicada, los estudios a nivel molecular han sido limitados debido a la 

carencia de herramientas moleculares para su estudio. En el presente trabajo 

generamos vectores para el reemplazo de genes esenciales o que provoquen 

fenotipos aberrantes en T. atroviride. Los vectores portan el promotor inducible 

Pqa-2 del hongo Neurospora crassa (que responde a la presencia del ácido 

quínico en el medio de cultivo), el terminador TtrpC del hongo Aspergillus nidulans, 

el marcador de selección hph y las etiquetas FLAG o c-Myc para la obtención de 

proteínas etiquetadas en sus extremos amino o carboxilo. Los genes blr-2 y tgf-1, 

fueron clonados en algunas de las cuatro variantes de los vectores, las cuales 

fueron utilizadas para transformar a T. atroviride, obteniendo un set de cepas 

portadoras del gen blr-2 o cepas co-transformadas con los genes blr-2 y tgf-1. El 

análisis de las transformantes mostró fenotipos de hiperconidiación. La conidiación 

se potenció conforme se incrementó la concentración del inductor en el medio de 

cultivo, lo que sugirió la posible inducción de la actividad del Pqa-2 modulando la 

expresión del gen blr-2 o de los genes blr-2 y tgf-1. Estos indican fuertemente que 

los vectores generados son funcionales en T. atroviride y muy probablemente lo 

sean en otros hongos filamentosos.  

 

Palabras claves: Trichoderma, Vectores, Pqa-2, conidiación.  
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Abstract 

 

Construction of vectors for the generation to knockdown and overexpressing 

strains with tagged proteins in the filamentous fungus Trichoderma 

atroviride 

 

The filamentous fungus Trichoderma atroviride is used as a biocontrol agent due 

that it induces the systemic resistance to pathogens in plants, produces and 

secrets a number of antibiotics and lysing enzymes. In addition, this fungus is also 

used as a photomorphogenic model due that it conidiates in response to a blue 

light pulse. The BLR-1, -2 and TGF-1 proteins play important roles in blue light 

response. Despite the importance of this fungus in basic and applied science, its 

molecular studies have been scarce, because of the lacking of molecular tools. In 

this work we generated molecular vectors for the replacement of essential genes or 

those that provokes aberrant phenotypes in T. atroviride. These vector harbors the 

Pqa-2 inducible promoter from fungus Neurospora crassa, that responds to the 

addition of quinic acid in the culture medium, them also carry the TtrpC terminator 

from the fungus Aspergillus nidulans, the hygromycin phosphotransferase selection 

cassette and sequences that encode for FLAG and c-Myc epitopes to obtain 

tagged proteins in their respective amino or carboxy termini. The blr-2 or tgf-1 

genes were cloned in some of the four variants of the vectors, which were used to 

transform T. atroviride, obtaining a set of strains bearing the blr-2 gen or both the 

blr-2 and the tgf-1 genes. Analysis of the transformants showed hyperconidiation 

phenotypes, which was enhanced as the concentration of quinic acid was 

increased in the culture medium, which suggested the transcriptional modulation of 

blr-2 or tgf-1 and blr-2 together under the control of Pqa-2. These data hardly 

suggest that the system based on Pqa-2 and TtrpC is functional in T. atroviride and 

probably in other filamentous fungi.  

 

Key words: Trichoderma, Vectors, Pqa-2, conidiation.
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1. Introducción 

 

Las especies fúngicas del género Trichoderma (Ascomicetos) se caracterizan por 

ser hongos saprófitos que sobreviven en suelos con diferentes cantidades de 

materia orgánica, donde son capaces de competir por nutrientes y espacio con 

otros microorganismos (Howell, 2003; Shoresh et al., 2010). 

 

 Se ha demostrado que varias cepas del género Trichoderma , presentan la 

capacidad de parasitar a otros hongos, al enrollarse en sus hifas, por medio de 

estructuras tipo apresorio, y por la producción de enzimas líticas como 

glucanasas, chitinasas, proteasas y lipasas, que terminan degradando la pared 

celular del huésped y consumiendo el contenido de éste (Benítez et al., 2004). 

 

Además, algunas cepas de Trichoderma producen metabolitos volátiles y 

no-volátiles que impiden el desarrollo de otros microorganismos sin que se 

establezca un contacto físico entre ellos. Entre estos metabolitos, encontramos a 

el ácido harziánico, la 6-pentil pirona, los peptaiboles, la viridina, la gliotoxina, la 

trichodermina y otros más que han sido descritos (Reino et al., 2008; Mukherjee et 

al., 2012). Por estas características, varias especies del género Trichoderma son 

consideradas excelentes agentes de control biológico. 

 

Las cepas rizósfera-competentes de Trichoderma juegan un papel 

importante para las plantas debido a que pueden formar asociaciones benéficas, 

con lo cual también contribuyen en el control de los agentes fitopatógenos de 

manera indirecta. Varias cepas de Trichoderma incrementan el porcentaje y la 

tasa de germinación de las semillas, secretan moléculas que promueven el 

crecimiento y se encuentran colonizando las raíces de las plantas. Se ha 

determinado que cepas de  Trichoderma  son capaces de inducir la resistencia 

sistémica en las plantas a través de las vías de señalización mediadas por el ácido 

jasmónico/etileno y por el ácido salicílico (Shoresh et al., 2010; Hermosa et al., 

2012). 
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Algunos hongos integrantes del género Trichoderma/Hypocrea también son 

utilizados como modelos fotomorfogénicos debido a que responden a la luz azul 

formando un anillo de conidias (estructuras de reproducción asexual) en el 

perímetro de la colonia donde fue dado un estímulo luminoso. Este patrón definido 

y localizado, denominado fotoconidiación, permite utilizar a Trichoderma como 

modelo para estudiar el proceso de percepción de la luz. En T. atroviride las 

proteínas BLR-1 y BLR-2 son esenciales para la fotoconidiación y la regulación de 

genes responsivos a luz azul (Casas-Flores et al., 2004; Castellanos et al., 2010). 

 

En Trichoderma, la luz también regula el metabolismo secundario, el 

crecimiento micelial, el metabolismo del carbono, el metabolismo del azufre, la 

respuesta a estrés oxidativo y la reproducción sexual (Casas-Flores y Herrera-

Estrella, 2013). Estos procesos regulados por la luz, están mediados por distintas 

vías de señalización como las MAP cinasas, proteínas cinasas dependientes de 

cAMP (PKA), y las proteínas G heterotriméricas (Casas-Flores y Herrera-Estrella, 

2013). Cabe resaltar que la proteína TGF-1, la ortóloga a Gcn5 de Saccharomyces 

cerevisiae en T. atroviride, también participa en la regulación de las respuestas a 

la luz azul como coactivador transcripcional (Uresti-Rivera et al., en preparación). 

 

La generación y aplicación de herramientas o técnicas moleculares que 

permitan el estudio de las especies del género Trichoderma son esenciales y 

necesarias. Un recurso clave para éste enfoque, es la generación de mutantes 

knockout que proporcionan información sobre la función del gen de interés.  

 

Recientemente en nuestro grupo de trabajo, hemos obtenido mutantes en 

genes que codifican para proteínas de la maquinaria epigenética. Estas mutantes 

se encuentran afectadas en el crecimiento, conidiación y en la pigmentación de las 

conidias y en algunos casos no se han podido obtener cepas viables, 

probablemente, porque los genes son esenciales. Todo esto, dificulta el análisis e 

impone limitaciones adicionales, por lo que es importante la generación de nuevas 

herramientas que brinden soluciones a estos tipos de inconvenientes. 



3 

 

El uso de promotores inducibles permite analizar los efectos de la expresión 

de genes esenciales, debido a que la actividad de estos promotores es regulada 

por la presencia o ausencia de factores bióticos o abióticos. La variedad de 

promotores inducibles varían de acuerdo al organismo y a las células o tejidos 

donde se desea regular la transcripción del gen. Los promotores inducibles están 

agrupados con base en su regulación, la cual puede ser modulada química o 

físicamente. 

 

Los promotores regulados químicamente incluyen promotores regulados por 

la presencia o ausencia de alcoholes, tetraciclina, esteroides, metales y otros 

componentes. Los promotores regulados físicamente incluyen promotores que son 

regulados por la presencia o ausencia de luz, patógenos, bajas o altas 

temperaturas y otras condiciones (Cheng et al., 2001; Felenbok et al., 2001; Vogt 

et al., 2005; Liu et al., 2008). Si el nivel de expresión del gen de interés es 

estrictamente regulado, estos promotores también son adecuados para la 

obtención de proteínas tóxicas y para la generación de mutantes de expresión 

condicional de genes que son esenciales para la viabilidad de la célula (Shoji et 

al., 2005).  

 

Varios promotores inducibles han sido utilizados con la finalidad de regular 

la expresión del gen de interés en hongos filamentosos, entre ellos el promotor del 

gen qa-2 de Neuropora crassa, inducible por el ácido quínico; el promotor alcA de 

Aspergillus nidulans, inducible por alcoholes; el promotor cbh1 de T. reesei, 

inducible por derivados de celulosa y un sistema basado en el operón de 

resistencia a tetraciclina de Escherichia coli, inducible por derivados de la 

tetraciclina en A. fumigatus (Cheng et al., 2001; Felenbok et al., 2001; Vogt et al., 

2005; Liu et al., 2008).  

 

El promotor del gen qa-2 (Pqa-2) de N. crassa es comúnmente usado como 

un sistema regulable, ya que se encuentra silenciado en ausencia de ácido 

quínico, pero la adición del inductor al medio de cultivo lo activa (Giles et al., 
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1985). Este promotor ha sido usado para modular la expresión de genes y para la 

obtención de proteínas (Cheng et al., 2001).  

 

Las proteínas tienen un papel crítico en diversos procesos biológicos a 

través de interacciones con otras proteínas, ADN, ARN y otras moléculas. El 

etiquetado de proteínas con epítopos ha llegado a ser un método que permite la 

caracterización rápida, la detección, la purificación y la localización de las éstas in 

vivo (Jarvik y Telmer, 2008).  

 

Debido a varios aspectos mencionados anteriormente, hemos construido 

cuatro vectores para el reemplazo de genes esenciales o para el reemplazo de 

genes que provoquen fenotipos aberrantes en T. atroviride. Los vectores portan el 

promotor inducible Pqa-2 de N. crassa permitiendo modular la expresión del gen 

de interés, el terminador TtrpC de A. nidulans, y el marcador de selección hph. 

Además, los vectores contienen secuencias que codifican para los epítopos FLAG 

o c-Myc que nos permitirán obtener proteínas etiquetadas en su extremo amino o 

carboxilo. 
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2. Materiales y métodos 

 

2.1. Cepas, medios y condiciones de cultivo 

 

En este trabajo se utilizó la cepa IMI 206040 de Trichoderma atroviride como cepa 

silvestre (WT). Para la transformación de plásmidos se utilizó la cepa de E. coli 

TOP10F’ (Invitrogen). La cepa WT fue crecida en cajas con PDA (Papa Dextrosa 

Agar, DIFCOTM) a 28°C. Para la selección de cepas transformantes se utilizó el 

medio PDA con 0.5 M de sacarosa y 100 μg/mL de higromicina como antibiótico 

de selección. Para la regeneración de protoplastos se utilizó el medio de selección 

(Caldo de Dextrosa de Papa -DIFCOTM-, Agarosa 0.8% -Nara Biotec-, y Sacarosa 

0.5 M) con agar suave al 0.8% y 50 μg/mL de higromicina. Para el crecimiento 

bacteriano se utilizó el medio LB (Luria-Bertani) (Triptona 1% -DIFCOTM-, Extracto 

de levadura 0.5% -DIFCOTM- y  NaCl 1%). Para el medio LB sólido se añadió agar 

bacteriológico a una concentración final de 1.5% (p/v), y cuando fue necesario se 

agregó carbenicilina a una concentración final de 100 μg/mL. Para la  

complementación de las células TOP10F´ se utilizó IPTG a una concentración final 

de 0.5 mM y X-gal a una concentración final de 20 μg/mL.  

 

2.2. Double-Joint PCR (DJ-PCR) 

 

Se diseñaron oligonucleótidos específicos a los cuales se les agregaron de 25-30 

bases de homología en su extremo 5´ para llevar a cabo la fusión de los 

fragmentos (Yu et al., 2004). Para una descripción gráfica de la técnica refiérase a 

la Fig.1A. Los oligonucleótidos empleados se describen en la Tabla 1. Mediante 

una reacción de PCR punto final utilizando la enzima Herculase II Fusion DNA 

Polymerase de alta fidelidad (Agilent Technologies) (la cual no presenta actividad 

de transferasa terminal), se amplificaron en reacciones separadas, el Pqa-2 de N. 

crassa  tomando como molde el plásmido pMSK374 (Case, 1986), el TtrpC a partir 

del plásmido pEYFPC (Donado por el Dr. Artemio Mendoza-Mendoza) y se 

amplificó el marcador de selección hph tomando como molde el plásmido pKAR1 
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(Casas-Flores et al., 2006). Los programas de PCR se ejemplifican en la Tabla 2. 

Los productos fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, los 

tres fragmentos se mezclaron en una sola reacción (relación molar 1:3:1) para 

llevar a cabo una segunda ronda de PCR sin oligonucleótidos. El producto de la 

amplificación anterior fue empleado como molde para la tercera ronda de PCR 

empleando oligonucleótidos que flanquean los extremos de la construcción final. 

Los programas de PCR se ejemplifican en la Tabla 2. La amplificación final fue 

llevada a cabo usando la enzima Go Taq DNA Polimerasa (Promega) (genera 

extremos cohesivos por su actividad de transferasa terminal). Cuatro reacciones 

separadas fueron llevadas a cabo para generar las construcciones que presentan 

la etiqueta FLAG o c-Myc hacia el 5´o 3´ adyacente al sitio de restricción Sma I. 

Los amplicones fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 

System como se describió anteriormente.  

 

2.3. Transformación de T. atroviride por el método de protoplástos  

 

Las construcciones originadas por la DJ-PCR fueron amplificadas mediante una 

PCR convencional y se utilizaron para la transformación de T. atroviride. La 

obtención de protoplastos se realizó de acuerdo al protocolo descrito por Baek y 

Kenerley (1998) con las siguientes modificaciones: se inocularon 108 conidias en 

100 mL de PDYCB (Caldo Papa Dextrosa DIFCOTM  24 g/L, Extracto de Levadura 

2 g/L  y Casaminoácidos 1.2 g/L) y se incubaron por 24 h a 28 °C con agitación a 

250 rpm. El micelio se colectó por filtración, se lavó con agua y 0.5 gramos (peso 

húmedo) fueron resuspendidos en Osmoticum (CaCl2 50 mM, Manitol 0.5 M y 

MES 50 mM, pH 5.5) con 15 mg/mL de enzimas líticas de Trichoderma harzianum 

(LET) (Sigma). La mezcla fue incubada a 28°C con agitación suave por 5 h. Los 

protoplastos fueron recolectados por filtración a través de una malla de nylon 

estéril con poros de 100 μm y posteriormente, se agregaron 5 mL de Osmoticum 

sobre las mallas de nylon para recuperar los protoplastos que pudieran haberse 

quedado atrapados en éstas. La muestra se centrifugó a 1500 rpm durante 20 min 
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y finalmente se resuspendieron en Osmoticum a una concentración de 1x108 

protoplastos/mL. Se tomaron 10 μl de la suspensión para observar la integridad de 

los protoplastos en un microscopio óptico a una amplificación de 40X. A 250 μl de 

protoplastos se les agregó de 10-20 μg de DNA transformante. La mezcla se 

incubó en hielo por 20 min y posteriormente se agregaron 250 μl de PEG-4000 al 

60%, 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 selección con 

agar suave al 0.8% y 50 μg/mL de higromicina y se vaciaron a cajas de Petri con 

medio selectivo. Las cajas se incubaron a 28°C por 72 h y se aislaron los 

protoplastos regenerados resistentes a higromicina. Para la obtención de las 

cepas trasformadas se realizaron varios cultivos monospóricos, en los cuales se 

sembraron un número determinado de esporas sobre el medio de selección para 

posteriormente aislar colonias originadas a partir de una conidia, la cual es 

portadora de un solo núcleo. La colonia monospórica fue aislada y se transfirió a 

un medio sin antibiótico de selección para su desarrollo. Para la generación y 

obtención de cepas co-transformadas se utilizó el doble de las concentraciones de 

higromicina utilizadas para la transformación sencilla. 

 

2.4. Ensayos de inducción con QA 

 

Las cepas WT, T3FB2, TMBFG, OEblr-2 (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 

2007) y a la cepa Δblr-2 (Casas-Flores et al., 2004) se crecieron en medio mínimo 

sólido de Vogel 1X (Microbial Genetics Bulletin 13:42-43, 1956) con 2% de glucosa 

para la condición de no inducción (-QA) o con 0.1% de glucosa y distintas 

concentraciones de ácido quínico (0.3%, 0.6% y 0.8%) para la condición de 

inducción (+QA) y se incubaron a 28 °C durante cinco días. Para los ensayos de 

inducción en medio líquido se inocularon 106 conidias/mL en 200 mL de medio 

líquido de Vogel 1X. Los cultivos en condición de no inducción se incubaron 

durante 48 h a 28 °C con agitación constante a 250 rpm, el micelio se colectó y se 

transfirió al medio de inducción. El ácido quínico se añadió a una concentración 

final de 0.6%, el cual fue aplicado al tiempo de transferencia de la condición de no 
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inducción a la condición de inducción. El micelio se colectó en diversos tiempos 

después de la adición del ácido quinico al medio de cultivo (2, 4, 6 y 8 h).  



1 

 

Tabla 1. Lista de oligonucleótidos utilizados en este trabajo 

 

Las secuencias subrayadas corresponden al sitio de reconocimiento por la enzima de restricción Sma I y las secuencias en negritas 

corresponden a la etiqueta indicada en el nombre del oligonucleótido. 

    Nombre Gen o secuencia 

que amplifica 

Secuencia (5´- 3´) 

 

1 

 

qa-2-F 

 

Pqa-2 

 

CAGGGGCGGGCTTGATTCCGCCTA 

2 qa-2-FLAG-NH2-R Pqa-2 ATTCTTGTTGACATGGAGCTATTAAATCACCCGGGCTTGTCATCGTCATCTTTGTAGTCCATTGTGTTTGGTACC

TCTGGTTGGGTGCGATG 

3 qa-2-FLAG-COOH-R Pqa-2 ATTCTTGTTGACATGGAGCTATTAAATCACTTGTCATCGTCATCTTTGTAGTCCCCGGGTGTGTTTGGTACCTCT

GGTTGGGTGCGATG 

4 qa-2-MYC-NH2-R Pqa-2 ATTCTTGTTGACATGGAGCTATTAAATCACCCGGGCAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCCATTGTGTTT

GGTACCTCTGGTTGGGTGCGATG 

5 qa-2-MYC-COOH-R Pqa-2 ATTCTTGTTGACATGGAGCTATTAAATCACAGATCCTCTTCTGAGATGAGTTTTTGTTCCCCGGGTGTGTTTGGT

ACCTCTGGTTGGGTGCGATG 

 

6 trp-CF TtrpC TAGTGATTTAATAGCTCCATG 

7 trp-CR TtrpC CTCGAGTGGAGATGTGGAGTG 

 

8 TtrpC-hph-F Cassette de hph AGCGCCCACTCCACATCTCCACTCGAGGATCGACGTTAACTGATATTGAAGGAG 

9 DJhph-R Cassette de hph CTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGT 

 

10 Fw-BLR2-myc/flag ORF del gen blr-2 TCCCCCGGGGGAATGTCCCACGGGCCGCCTCCAC 

11  Rv-BLR2-myc/flag ORF del gen blr-2 TCCCCCGGGGGAGCCTGCAGCTGGAGTTGC  

 

12 Fw-GCN5-myc/flag ORF del gen tgf-1 TCCCCCGGGGGAATGGCCGACATCAAAGAAG 

13 Rv-GCN5-myc/flag ORF del gen tgf-1 TCCCCCGGGGGATTTGTCCGGCTCGAGATGC 
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Tabla 2. Programas de PCR utilizados en este trabajo 

 

 

Gen o secuencia que amplifica 

 

Programa de PCR 

 

 

Pqa-2 

 

 

Un ciclo inicial de 95 °C por 4 min, 30 ciclos de 95 °C por 20 

s, 60 °C por 20 s y 72 °C por 30 s, y un ciclo final de 72 °C 

por 3 min. 

 

 

TtrpC 

 

Un ciclo inicial de 95 °C por 4 min, 30 ciclos de 95 °C por 20 

s, 52 °C por 20 s y 72 °C por 20 s, y un ciclo final de 72 °C 

por 3 min. 

 

 

Cassette hph 

 

Un ciclo inicial de 95 °C por 4 min, 30 ciclos de 95 °C por 20 

s, 60 °C por 20 s y 72 °C por 45 s, y un ciclo final de 72 °C 

por 3 min. 

 

 

Double-Joint PCR 

 

Programa de PCR 

 

 

Segunda ronda 

 

Un ciclo inicial de 95 °C por 4 min, 28 ciclos de 95 °C por 20 

s, 55 °C por 20 s y 72 °C por 2 min, y un ciclo final de 72 °C 

por 3 min. 

 

 

Tercera ronda 

Un ciclo inicial de 95 °C por 4 min, 30 ciclos de 95 °C por 30 

s, 58 °C por 30 s y 72 °C por 3 min, y un ciclo final de 72 °C 

por 10 min 
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3. Resultados 

 

3.1. Diseño de los vectores pBHD-5´F, pBHD-3´F, pBHD-5´M y pBHD-3´M  

 

En nuestro grupo de investigación hemos generado cepas knockout de genes que 

codifican para proteínas de la maquinaria epigenética. En algunos casos, éstas 

cepas han presentado fenotipos aberrantes o los genes deletados han resultado 

ser esenciales para la viabilidad del hongo (Cristóbal-Mondragón, 2011; Uresti-

Rivera, 2013). 

 
Debido a lo anterior, decidimos construir cuatro vectores que porten el Pqa-

2 de N. crassa (regulado transcripcionalmente por el ácido quínico), el TtrpC de A. 

nidulans y el marcador de selección hph de E. coli. Entre la secuencia del 

promotor Pqa-2 y la secuencia del terminador TtrpC se ubicará un sitio de 

restricción Sma I (genera secuencias con extremos romos) para la inserción del 

gen de interés. También se agregarán individualmente, secuencias que codifican 

para una copia de las etiquetas FLAG o c-Myc. Dichas secuencias serán 

colocadas a los extremos 5´ o 3´ del sitio Sma I, lo que nos permitirá obtener 

proteínas etiquetadas en su extremo amino o carboxilo terminal para la realización 

de estudios posteriores. 

 

Las distintas construcciones amplificadas, serán clonadas en el sitio Sma I 

del fagémido pBluescript II SK (+)  con lo cual, estas quedarán flanqueadas por 

dos sitios múltiples de clonación, y servirán para clonar los extremos 5´ y 3´ 

flanqueantes del marco de lectura abierto del gen de interés, y posteriormente 

realizar el reemplazo génico por doble recombinación homóloga. 
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3.2. Construcción de los vectores pBHD-5´F, pBHD-3´F, pBHD-5´M y pBHD-

3´M basados en el principio de la técnica DJ-PCR 

 

Para el estudio de la función de los genes de T. atroviride, hemos diseñado una 

serie de vectores basados en el uso de la técnica DJ-PCR previamente utilizada 

en Aspergillus fumigatus, A. nidulans y Fusarium graminearum (Yu et al., 2004). 

En ésta técnica, los oligonucleótidos son diseñados de tal modo que se generen 

extremos sobrelapados de ADN entre dos módulos o más, necesarios para 

generar la fusión en una reacción de PCR convencional, utilizando una DNA 

Polimerasa con una alta fidelidad, y que no presente actividad de transferasa 

terminal de nucleótidos (Fig. 1A). 

 

En la primer ronda de la DJ-PCR (Fig. 1A), el Pqa-2, el TtrpC y el hph se 

amplificaron en reacciones separadas. El Pqa-2 contiene la etiqueta FLAG o c-

Myc hacia los extremos 5´ o 3´ del sitio Sma I generado en el Pqa-2. La Fig. 1B 

muestra los productos obtenidos de la primera ronda de la DJ-PCR, 

correspondientes al Pqa-2, el TtrpC y el hph, los cuales son de 1075, 610 y 1424 

pb, respectivamente. En la tercera ronda de PCR, la fusión del Pqa-2, el TtrpC y el 

cassette hph generó una construcción del tamaño esperado (3100 pb) que se 

corroboró por digestión con la enzima de restricción Sma I que genera fragmentos 

de 1100 pb y 2000 pb (Fig. 1C y 1D). 

 

Las construcciones de 3100 pb generadas se amplificaron por PCR 

utilizando a la enzima GoTaq DNA Pol (la cual agrega adeninas en los extremos 3´ 

terminal debido a su actividad de transferasa terminal) y se clonaron en el vector 

pGEM-T Easy. Posteriormente, mediante una reacción de PCR punto final, y 

tomando como molde las clonas anteriores, se amplificaron las construcciones 

clonadas con la enzima Herculase II y se insertaron en el sitio Sma I (genera 

extremos romos) del pBluescript II SK (+) originando los vectores pBHD-5´F y 

pBHD-3´F (ambos contienen al epítopo FLAG en el 5´ o 3´ adyacente al sitio de 

restricción Sma I respectivamente) y los vectores pBHD-5´M y pBHD-3´M (ambos 
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contienen al epítopo c-Myc en el 5´o 3´ adyacente al sitio de restricción Sma I 

respectivamente) (Fig. 2). Mediante secuenciación se corroboró la inserción de 

cada una de las construcciones en el pBluescript II SK (+) y la orientación de las 

mismas con respecto al sitio múltiple de clonación del pBluescript II SK (+). (Fig. 

2). 

  

En los vectores quedaron disponibles río arriba del Pqa-2  los sitios para las 

enzimas de restricción Apa I, Hinc II, Sal I, Bsp 1061, Cla I, Hind III, EcoR V, EcoR 

I y Pst I, y los sitios para las enzimas Bam HI, Spe I, Not I, Bst XI y Sac II río abajo 

del marcador hph para la clonación de las regiones 5´y 3´ flanqueantes del gen de 

interés para llevar acabo el remplazo génico por doble recombinación homóloga 

(Fig. 2). 
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Figura 1. Double-Joint PCR de las cuatro distintas construcciones. (A) 

Esquema que muestra las rondas de PCR para llevar a cabo la fusión de la construcción 

deseada. Las flechas numeradas representan los oligonucleótidos usados para cada una 

de las reacciones de PCR´s. Los oligonucleótidos 2–5 y 8 presentan 25-30 bases de 

homología con el siguiente fragmento a fusionar (Pqa-2-TtrpC y TtrpC-hph, 

respectivamente) (Modificado de Yu et al., 2004). (B) Amplificación de los módulos a 

fusionar en la primera ronda de PCR con los oligonucleótidos indicados en la Fig. 1A. El 

promotor Pqa-2 corresponde a un producto de 1075 pb, el TtrpC a un producto de 610 pb 

y el hph a un amplicón de 1424 pb. (C) La amplificación de la construcción final en la 

tercera ronda de PCR con los oligonucleótidos 1 y 9 generan un producto de 3100 pb. (D) 

Digestión de los productos de PCR mostrados en la Fig. 1C con la enzima Sma I que 

genera fragmentos de 1100 pb y 2000 pb. MP: Marcador de peso molecular de 1 kb 

(Invitrogen), 5F y 3F: Construcción que presentan la etiqueta FLAG hacia el extremo 5´ o 

3´ del sitio Sma I, 5M y 3M: Construcción que presentan la etiqueta c-Myc hacia el  

extremo 5´ o 3´del sitio Sma I.  
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Figura 2. Mapa de los vectores pBHD generados en el presente estudio. La 

imagen muestra el mapa del vector junto con los sitios de restricción disponibles 

(izquierda) y los esquemas de las cuatro construcciones que muestran las diferencias 

entre cada vector generado (pBHD-5´F, pBHD-3´F, pBHD-5´M y pBHD-3´M) (derecha).  

La nomenclatura de los vectores es la siguiente: p (Plásmido), B (Bluescript II SK (+)), HD 

(Hernández-Díaz), 5´ ó 3´ (Localización de la etiqueta con respecto al sitio Sma I), F 

(FLAG) o M (c-Myc). 
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3.3. Generación de las construcciones pHD-5F*b2, pHD-3F*b2, pHD-5M*b2, 

pHD-3M*b2 y pHD-3F*g5 para la transformación de T. atroviride   

 

Con la finalidad de determinar si el sistema que hemos construido es funcional, el 

gen blr-2 que codifica para uno de los componentes del sistema fotorreceptor, con 

actividad de factor transcripcional y el gen tgf-1 que codifica para una acetil 

transferasa de histonas se introdujeron en la cepa silvestre de T. atroviride bajo la 

regulación del Pqa-2. 

 

Los ORFs de blr-2 y tgf-1 se amplificaron por PCR a partir de cDNA y los 

productos se ligaron en el vector pGEM-T Easy, lo que generó las clonas pHD-b2 

y pHD-g5, respectivamente. Posteriormente, los genes fueron amplificados por 

PCR con la enzima Herculase II tomando como molde el ADN de las las clonas 

anteriores para ser ligado en el sitio Sma I (genera extremos romos) de cada una 

de las construcciones albergadas en el vector pGEM-T Easy. 

 

 La clonación de los genes y la orientación de los mismos se confirmaron 

por PCR y por digestión con enzimas de restricción. La localización de los sitios de 

restricción o de los oligonucleótidos se muestra en la Fig. 3A. Las Figs. 3B y C 

muestran la clonación y la orientación del inserto blr-2 determinada por PCR y por 

digestión con la enzima Pst I que genera fragmentos de 1100 pb, 1490 pb y 4800 

pb si el gen está orientado correctamente o fragmentos de 450 pb, 2200 pb y 4800 

pb si el gen está en la orientación incorrecta. La inserción de blr-2 en los vectores 

permitió generar las clonas pHD-5F*b2, pHD-3F*b2, pHD-5M*b2 y pHD-3M*b2.  

 

La clonación y orientación del gen tgf-1 se confirmó por digestión con la 

enzima de restricción Xho I que genera fragmentos de 4600 pb, 2050 pb y 550 pb 

si el gen está orientado correctamente o fragmentos de 1300 pb, 1400 pb y 4600 

pb si el gen está en orientación incorrecta (Fig. 3D). La inserción de tgf-1 en el 

vector pHD-3´F permitió generar la construcción pHD-3F*g5.  
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Figura 3. Confirmación de la clonación y orientación del gen blr-2 en pHD-

5´F, pHD-3´F, pHD-5´M y pHD-3´M por PCR y digestión con la enzima de 

restricción Pst I y confirmación de la clonación y orientación del gen tgf-1 en 

pHD-3´F por digestión con la enzima de restricción Xho I. A) Esquema que 

muestra la localización del sitio de restricción Pst I y de los oligonucleótidos con los 

tamaños esperados (Flechas sólidas abajo del esquema) y esquema que muestra la 

localización del sitio de restricción Xho I. B) Amplificación por PCR del gen blr-2 clonado 

en los vectores generados. C) Digestión del ADN plasmídico de las clonas positivas a la 

clonación del gen blr-2 con la enzima Pst I. D) Digestión del ADN plasmídico de la clona 

positiva a la clonación del gen tgf-1 con la enzima Xho I. MP: Marcador de peso 

molecular, P: Control positivo, B2: Amplificación del ORF de blr-2 a partir de cDNA con los 

oligonucleótidos 10 y 11,  N: Control negativo, 1- 4: Amplificación de pHD-5´F, -3´F,-5´M y 

-3´M con los oligonucleótidos 1 y 11 utilizando como templado el ADN plasmídico , 1A- 

4D: Amplificación de pHD-5´F, -3´F, -5´M y -3´M con los oligonucleótidos 1 y 9 utilizando 

como molde el ADN plasmídico , 1E- 4H: Patrón de digestión de pHD-5´F*b2, -3´F*b2,-

5´M*b2 y -3´M*b2; g5: Patrón de digestión de pHD-3´F*g5. 
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3.4. Obtención de cepas transformantes de T. atroviride  

 

Con el propósito de determinar si los vectores generados son funcionales en T. 

atroviride y de generar cepas que alberguen al gen blr-2 y al gen tgf-1 con la 

etiqueta FLAG o c-Myc, las construcciones generadas en el apartado anterior  

fueron utilizadas para transformar protoplastos de T. atroviride.  

 

Posteriormente, se seleccionaron las colonias transformantes resistentes a 

higromicina, indicativo de que poseen al menos el casete de resistencia a dicho 

antibiótico. Debido a que las inserciones ectópicas pueden repercutir en el fenotipo 

del hongo como en el  crecimiento y desarrollo, las cepas transformantes se 

seleccionaron con base en un fenotipo de crecimiento y conidiación similar al de la 

cepa WT. Las cepas transformantes generadas en este estudio se enlistan en la 

Tabla 2. 

 

Para confirmar la inserción de las construcciones en el genoma del hongo, 

se realizó un análisis por medio de PCR utilizando como molde el DNA genómico 

de las cepas transformantes. La Fig. 4A muestra la localización de los 

oligonucleótidos utilizados en el análisis por PCR, el cual nos confirmó  la 

obtención de cepas transformantes que presentan una construcción de 4,500 pb 

que corresponde a la presencia del gen blr-2 con la etiqueta FLAG en su extremo 

3´ y cepas que presentan una construcción de 3,100 pb que corresponde a los 

vectores pBHD-3´F o 3´M vacíos, como cepas control (Fig. 4B). 

 

Para investigar si las proteínas BLR-2 y TGF-1 de T. atroviride interactúan 

entre sí, se generaron cepas co-transformadas que albergan los genes blr-2 y tgf-1 

con la etiqueta c-Myc y FLAG, respectivamente en su extremo 3´. Para confirmar 

la inserción en el genoma se realizó un análisis por medio de PCR utilizando como 

molde el DNA genómico de las cepas co-transformadas (Fig. 4B).  
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Tabla 3. Cepas de T. atroviride generadas en este estudio 

 

Cepa Genotipo relevante Fenotipo 

 

T3F 

 

Presenta el Pqa-2 con la etiqueta FLAG hacia el 

extremo 3´del sitio Sma I, el TtrpC y el hph 

 

Hyg 
R
 

 

T3M 

 

Presenta el Pqa-2 con la etiqueta c-Myc hacia el 

extremo 3´del sitio Sma I, el TtrpC y el hph 

 

Hyg 
R
 

 

T3FB2 

 

Presenta a el gen blr-2 con la etiqueta FLAG en 

su extremo 3´ bajo la regulación del Pqa-2, el 

TtrpC y el hph 

 

Hyg 
R
 

 

TMBFG 

 

Presenta a los genes blr-2 con la etiqueta c-Myc 

en su extremo 3´ y al gen tgf-1 con la etiqueta 

FLAG en su extremo 3´ bajo la regulación del 

Pqa-2, el TtrpC y el hph 

 

Hyg 
R
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Figura 4. Análisis por PCR de las cepas transformantes de T. atroviride 

transformadas con los plásmidos pHD-3´F, pHD-3´M, pHD-3´F*b2, pHD-

3´M*b2 y pHD-3´F*g5. A) Esquema que muestra la localización de los oligonucleótidos 

utilizados (Flechas sólidas abajo del esquema) en los análisis por PCR con los tamaños 

esperados. B) Amplificación de las construcciones insertadas en el genoma de T. 

atroviride con los oligonucleotidos mostrados en la Fig. 4A. MP: Marcador de peso 

molecular,  W: Cepa silvestre, P: Control positivo, N: Control negativo, 1: Cepa T3F, 2: 

Cepa T3M, 3: Cepa T3FB2, 4: Cepa TMBFG. 
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Las cepas positivas al análisis por PCR presentaron amplicones de 2300 pb 

que corresponde a la región del Pqa-2 y del ORF del gen tgf-1 y, a los amplicones 

de 2500 pb que corresponde a la región del Pqa-2 y del ORF del gen blr-2 (Fig. 

4B). La cepa WT empleada como cepa control no mostró amplificación con 

ninguno de los juegos de oligonucleótidos utilizados debido a que los genes 

endógenos tienen su propio promotor, solo serán regulables los genes 

introducidos en el genoma de T. atroviride (Fig. 4). 
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3.5. Analisis fenotipico de la cepas T3FB2 y TMBFG en ausencia o presencia 

de QA 

 

La cepa T3FB2 generada en el presente estudio alberga al gen blr-2 bajo la 

regulación del Pqa-2 por lo que realizamos ensayos de inducción en presencia del 

inductor debido a que en presencia del QA el gen qa-2 se expresa y en ausencia 

del ácido quínico o en presencia de glucosa el gen qa-2 no se expresa.  

 

Se sabe, que las cepas de T. atroviride que sobrexpresan al gen blr-2 

(OEblr-2) presentan un fenotipo de hiperconidiación en respuesta a la luz 

(producción de esporas asexuales) en comparación con la cepa WT (Esquivel-

Naranjo y Herrera-Estrella, 2007), por lo que esperaríamos un fenotipo similar al 

reportado en las cepas generadas en éste trabajo si lograramos la sobreexpresión 

del gen en presencia del inductor. 

 

Los ensayos de inducción del promotor Pqa-2 con la cepa T3FB2 y la cepa 

WT (cepa control) se llevaron a cabo creciendo a las cepas en medio de Vogel con 

0.3% y 0.6% de QA, incluyendo como control a las cepas creciendo en medio de 

Vogel sin QA. Los resultados muestran un fenotipo de hiperconidiación en la cepa 

T3FB2, el cual mostró ser modulable por la concentración de QA en el medio de 

cultivo. Como se observa en la Fig. 5,  la conidiación de la cepa T3FB2 fue mayor  

al aumentar la concentración del inductor de 0.3% a 0.6% (Fig. 5). 

 

El ensayo anterior se repitió con la cepa TMBFG la cual alberga a los genes 

blr-2 y tgf-1 bajo la regulación del Pqa-2 empleando una mayor concentración del 

inductor (0.8%). Las cepas WT, OEblr-2 (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 

2007) y la cepa knockout en el gen blr-2 (Δblr-2) (Casas-Flores et al., 2004) de T. 

atroviride se utilizaron como cepas control del experimento. 

 

Las cepas WT, OEblr-2 y Δblr-2 mostraron el fenotipo característico 

reportado en la literatura. Cabe resaltar, que la adición del QA retrasa ligeramente 
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el crecimiento de todas las cepas. La cepa TMBFG mostró un fenotipo de 

hiperconidiación en presencia de QA (Fig. 6), dicho fenotipo de hiperconidiación, 

fue mucho mayor al observado en la cepa portadora de la construcción con el gen 

blr-2 (T3FB2) (Fig. 5 y 6). 

 

La hiperconidiación de la cepa TMBFG fue notoria a partir del segundo día 

de crecimiento, periodo en el que la cepa WT comienza a conidiar. La cepa 

TMBFG presentó un rezago en el crecimiento en ausencia de QA desde los 

primeros días de crecimiento (Fig. 6A). Sin embargo, el crecimiento empezó a ser 

relativamente más rápido a partir del  tercer día de crecimiento (Fig. 6B). Este 

rezago en el crecimiento no se observó en la cepa T3FB2 (Fig. 5 y 6). 

 

Los resultados fenotípicos de las cepas T3FB2 y TMBFG mencionados 

anteriormente nos sugirieron la posible inducción del Pqa-2 por la adición de QA al 

medio de cultivo, y para corroborar dicha aseveración, realizamos los ensayos de 

inducción en medio líquido en presencia y ausencia de QA, para determinar los 

niveles de expresión de los genes de interés.  

 

Dichos ensayos consistieron en crecer a la cepa T3FB2 en la condición de 

–QA para después ser transferido a la condición de +QA (0.6% de QA). El micelio 

se colectó a los tiempos 2, 4, 6 y 8 h después de la adición del QA al medio de 

cultivo. Se extrajo el RNA total de las muestras y se sintetizó el cDNA para los 

ensayos de RT-PCR. Sin embargo, la expresión del gen blr-2 en la cepa T3FB2 

fue similar a la expresión del gen endógeno en la cepa WT en los diversos tiempos 

analizados (Fig. 7).  
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Figura 5. Fenotipo de la cepa T3FB2 en ausencia o presencia de QA. Las 

cepas T3FB2 y WT se crecieron en ausencia (-QA) o presencia de 0.3% o 0.6% de ácido 

quínico (+QA) a 25-28 °C. Las fotografías fueron capturadas a los 4 días de crecimiento.  
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Figura 6. Fenotipo de la cepa TMBFG en ausencia o presencia de QA. Las 

cepas TMBFG, WT, OEblr-2 (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 2007) y Δblr-2 (Casas-

Flores et al., 2004) se crecieron en ausencia (-QA) o presencia de 0.8% de ácido quínico 

(+QA) a 28 °C. A) Las fotografías fueron capturadas a los 3 días de crecimiento. B) Las 

fotografías fueron capturadas a los 5 días de crecimiento. 
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Figura 7. Análisis por RT-PCR de la expresión del gen blr-2 en presencia de 

QA en la cepa WT y T3FB2. Las cepas WT y T3FB2 se crecieron en medio liquido en 

la condición de –QA durante 2 dias para despues ser transferidas a la condición de +QA 

con 0.6% de QA. Las muestras se colectaron en los tiempos indicados después de la 

adición del QA al medio de cultivo. W: Cepa WT, T: Cepa T3FB2. 
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 4. Discusión  

 

Los hongos filamentosos son considerados sistemas modelos que incluyen 

especies importantes para la producción de proteínas heterólogas y se encuentran 

disponibles una variedad de herramientas y métodos versátiles para su 

manipulación; sin embargo, la mayoría de dichos elementos se encuentran 

disponibles solo para el estudio de dos especies modelos: A. nidulans y N. crassa 

(Nayak et al., 2006; Honda y Selker, 2009). 

 

Los estudios a nivel molecular en T. atroviride han sido limitados debido a la 

carencia de herramientas y métodos experimentales para esta especie. Dichos 

estudios implican la transformación del hongo con construcciones para reemplazar 

o sobre-expresar un gen, generadas por procedimientos de clonación 

convencionales, por lo que la generación de dichas herramientas son muy 

laboriosas y consumen mucho tiempo. 

 

En el presente trabajo hemos generado una serie de vectores para el 

estudio de T. atroviride basados en el principio de la técnica DJ-PCR. Dicha 

técnica ofrece varias ventajas sobre estrategias convencionales de clonación. Un 

posible inconveniente de esta técnica es que la PCR puede inducir mutaciones y 

esto puede ser un problema si la mutación ocurre en una región codificante o 

regulatoria. Para reducir este problema, hemos optimizado el proceso usando una 

DNA polimerasa de alta fidelidad, procesividad y que no presenta actividad de 

transferasa terminal favoreciendo las clonaciones en sitios romos. 

 

Los vectores generados en este trabajo albergan secuencias que codifican 

para una copia de la etiqueta FLAG o c-Myc. La versatilidad del etiquetado de 

proteínas con epítopos es muy variada, algunas de las aplicaciones de estas 

herramientas permiten conocer la localización, la topología, las interacciones, las 

dinámicas de las proteínas y además permiten su purificación (Jarvik y Telmer, 

1998). Debido a que el epítopo puede interferir con la estructura o la actividad 
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biológica de la proteína, nuestros vectores fueron diseñados para que el epítopo 

se añadiera al extremo amino o carboxilo de la proteína, brindando una variedad 

de opciones para la obtención de proteínas etiquetadas. 

 

En nuestro grupo de trabajo se han obtenido una serie de mutantes 

knockout en los genes que codifican para proteínas de la maquinaria epigenética, 

como lo son: tgf-1 y hd-1, este último codifica para una desacetilasa de histonas. 

Dichas mutantes muestra un crecimiento muy lento en comparación con la cepa 

silvestre, y la conidiación es escasa, entre otras características (Uresti-Rivera  et 

al., en preparación). Cristóbal-Mondragón (2011) realizó varios intentos para aislar 

cepas transformantes del gen rsc-9, el cual codifica para un remodelador de la 

cromatina dependiente de ATP, pero no le fue posible obtener la cepa mutante, lo 

que sugirió que este gen es esencial para la viabilidad del hongo tal como se ha 

reportado para su ortólogo en S. cerevisiae (Damelin et al., 2002). 

 

Por tal motivo, diseñamos una estrategia que permitiera averiguar el papel 

que juegan los productos de estos genes en T. atroviride. La serie de vectores 

generados en este trabajo albergan al promotor inducible del gen qa-2, el cual 

codifica para una enzima involucrada en la utilización del ácido quínico como 

fuente de carbono en N. crassa (Giles et al., 1985). En presencia del ácido quinico, 

el gen qa-2 se expresa y en ausencia del ácido quínico o en presencia de glucosa 

el gen qa-2 no se expresa. Con esta estrategia se puede regular la expresión del 

gen de interés que se inserte río abajo del Pqa-2. 

 

 La regulación de la expresión de genes permitirá discernir la función de 

genes esenciales en una sola cepa, en la cual se podrán generar fenotipos 

mutantes, intermedios y silvestres. Meyer et al., (2011) generaron mutantes que 

son viables bajo ciertas condiciones aunque con genes esenciales eliminados del 

genoma. En este trabajo, generaron una mutante interrumpiendo el ORF del gen 

actA, el cual es esencial en hongos filamentosos. Dicha cepa portaba una copia 

adicional del gen actA bajo la regulación del sistema Tet-on el cual es inducible 
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por deoxiciclina (Dox). La cepa -OEactA fue incapaz de crecer en un medio que 

careciera de Dox, generando una condición knockout; sin embargo, el crecimiento 

de la cepa -OEactA fue rescatada en un medio que contenía cantidades crecientes 

de Dox, debido a que la expresión de actA fue inducida por el sistema Tet-on. 

  

Una serie de trabajos, han reportado la eficiente utilización del Pqa-2 para 

regular la expresión de varios genes (wc-1, wc-2 y frq) (Cheng et al., 2001; 

Schafmeier et al., 2006; Hong et al., 2008; Shi et al., 2010) y para la detección de 

la proteína correspondiente en N. crassa, y la expresión del gen env1 en  

Hypocrea jecorina (Shuster et al., 2007). En N. crassa se ha reportado la 

activación del Pqa-2 agregando desde 10-7 M hasta 10-2 M y 0.3% de ácido 

quínico, generando la sobreexpresión del gen de interés con 0.2% y 0.3% de QA. 

Sin embargo, en H. jecorina (teleomorfo de T. reesei ) la detección del transcrito 

de env1 se observó al añadir una concentración mayor (0.6%) (Shuster et al., 

2007) que las reportadas en N. crassa, debido a lo anterior empleamos las 

concentraciones mayores reportadas para la inducción de nuestro sistema (0.3% y 

0.6%). 

 

En los ensayos de inducción reportados en N. crassa (Cheng et al., 2001; 

Schafmeier et al., 2006; Hong et al., 2008; Shi et al., 2010) utilizan la glucosa al 

0.1% en presencia de QA, debido a que la glucosa es una mejor fuente de 

carbono en comparación con el QA; sin embargo, en H. jecorina (Shuster et al., 

2007) la glucosa es reemplazada por glicerol considerada también como una 

buena fuente de carbono. Debido a que la mayoría de los trabajos utilizan la 

glucosa en presencia de QA, decidimos utilizar la glucosa en nuestros ensayos de 

inducción. 

 

Se ha demostrado que la conidiación inducida por la luz en T. atroviride es 

dependiente de la función de las proteínas receptoras de luz azul BLR-1 y BLR-2. 

La proteína BLR-2 es un factor transcripcional que forma parte del complejo 
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fotoreceptor que regula la expresión de una variedad de genes, entre ellos, genes 

regulados por luz azul (Casas-Flores et al., 2004).  

 

Con la finalidad de observar si el sistema propuesto en el presente estudio 

es funcional, realizamos una variedad de ensayos para inducir el Pqa-2. Los 

fenotipos resultantes de la cepa T3FB2 derivado de los ensayos de inducción con 

QA sugieren una posible inducción del Pqa-2. La presencia de al menos una copia 

extra del gen blr-2 en el genoma de T. atroviride junto con concentraciones 

mayores del inductor (0.3% y 0.6%) pudo originar la sobreexpresión del gen blr-2 

teniendo como resultado el fenotipo de hiperconidiación que observamos, el cual 

ha sido reportado para varias cepas sobreexpresantes de dicho gen en T. 

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

 

La conidiación observada en T3FB2 aumentó en relación con la 

concentración empleada del inductor; es decir, a mayor concentración de QA se 

observó una mayor conidiación en la cepa T3FB2 (Fig. 5). Este resultado nos 

sugiere la posible modulación del Pqa-2 teniendo como resultado distintos niveles 

de la expresión del gen lo cual se vio reflejado en los distintos niveles de 

conidiación. La variedad de fenotipos obtenidos fue regulado por la concentración 

de QA lo cual es similar a lo reportado por Meyer et al., (2011) donde obtienen una 

variedad de fenotipos derivados de las concentraciones empleadas para inducir el 

sistema Tet-on. 

  

En la regulación de la expresión de genes responsivos a luz azul en T. 

atroviride, también participa la proteína TGF-1 que codifica para un coactivador 

transcripcional con actividad de acetil transferasa de histonas, la cual ha sido 

considerada un regulador importante en muchos procesos celulares de T. 

atroviride y N. crassa (Brenna et al., 2012; Uresti-Rivera et al., en preparación). 

 

La cepa TMBFG presenta al menos una copia extra de los genes blr-2 y 

otra del gen tgf-1 bajo la regulación del Pqa-2. Los análisis fenotípicos mostraron 
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una mayor producción de conidias en presencia de QA, en comparación con la 

condición –QA  y  las cepas control (Fig. 5 y 6), lo cual nos sugiere que 

probablemente indujimos la expresión de los dos genes rio abajo del Pqa-2 (blr-2 y 

tgf-1).  

 

En este sentido, cepas de T. atroviride que sobreexpresan al gen tgf-1, 

muestran un fenotipo de hiperconidiación (Uresti-Rivera et al., en preparación), por 

lo cual, nuestros resultados indican un efecto aditivo de los productos de los genes 

blr-2 y tgf-1 al expresarlos en cantidades mayores a las endógenas, resultando en 

un fenotipo de hiperconidiación mayor al obtenido con la sola sobreexpresión del 

gen blr-2. Aunque se obtuvieron las construcciones correspondientes con el gen 

tgf-1, no fue posible obtener transformantes que permitieran comparar a estas 

cepas con la transformante para el gen blr-2 y la co-transformante con ambos 

genes para llegar a una conclusión definitiva. 

 

Por otro lado, la inducción del Pqa-2 en la cepa TMBFG se llevó a cabo 

empleando una concentración mayor (0.8%) que las reportadas en la literatura y 

que las utilizadas en los experimentos con la cepa portadora de la construcción 

con el gen blr-2, por lo cual no descartamos que el fenotipo potenciado de 

conidiación, también pueda deberse a que se utilizaron concentraciones más 

elevadas del inductor y no a la sobreexpresión de tgf-1 en conjunto con blr-2 

generando un efecto aditivo. 

 

En la condición de –QA la cepa TMBFG presentó un rezago en el 

crecimiento, pero mostró una ligera sobreproducción de conidias en comparación 

con la cepa WT (Fig. 6). El crecimiento de la cepa TMBFG empezó a 

restablecerse a partir del tercer día de crecimiento, lo cual nos puede sugerir que 

el fenotipo observado pudo derivarse del exceso de glucosa empleado para 

reprimir la actividad basal del Pqa-2, el cual es regulado por represión catabólica  

(Cheng et al., 2001; Hong et al., 2008) junto con una cantidad mayor de la proteína 
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TGF-1 derivada de la inducción del gen por la actividad basal del Pqa-2 en la 

condición de –QA.  

 

Los datos obtenidos son insuficientes para explicar el fenotipo de la cepa 

TMBFG en la condición de –QA; sin embargo, varios trabajos han demostrado el 

papel que juegan las fuentes de carbono en el crecimiento micelial, dicho 

crecimiento puede ser rápido o lento con base en la fuente de carbono presente 

en el medio (Friedl et al., 2008; Paraskevi et al., 2012).   

 

Se ha reportado que los niveles de glucosa presentes en el medio de cultivo 

regulan la función de Gcn5 en la activación o represión de genes en S. cerevisiae 

(Friis et al., 2009). En nuestro sistema, tal regulación pudiera ser negativa 

reprimiendo la expresión de genes que codifican para el metabolismo de la 

glucosa originando un pobre crecimiento en la condición de -QA, tal como ocurre 

en T. harzianum donde elevadas concentraciones de glucosa (2%) reprimen la 

expresión del gen gtt1 que codifica para un transportador de hexosa (Delgado-

Jarana et al., 2003). 

 

El nivel de expresión del gen blr-2 analizado por RT-PCR fue similar a la de 

la cepa WT en todos los tiempos analizados (2, 4, 6 y 8h) (Fig. 7), sin embargo, los 

resultados fenotípicos nos indican la posible inducción del Pqa-2, por lo que 

planteamos el ampliar los tiempos de colecta de las muestras después de haber 

añadido el QA al medio de cultivo, debido a que las cepas crecidas en medio 

solido con +QA tuvieron la presencia del inductor desde el inicio de su crecimiento, 

caso contrario para las condiciones utilizadas en medio líquido, en estos últimos 

ensayos la cepa se creció en presencia de glucosa durante 2 días para después 

añadir el QA.  

 

Posiblemente T. atroviride requiera un mayor tiempo para metabolizar el 

ácido quínico, debido a que no es una fuente preferencial de carbono (Giles et al., 

1985), y posiblemente Trichoderma agote primero sus reservas para más tarde 
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utilizar el QA, por esta hipótesis, proponemos ampliar los tiempos para la 

recolección de las muestra en medio líquido, además de realizar RT-PCR 

cuantitativos. 

 

Los resultados fenotípicos  de hiperconidiación en la condición de +QA con 

distintas concentraciones del inductor, sugieren la posible modulación del Pqa-2 

induciendo la expresión del gen de interés teniendo como resultado fenotipos 

similares a los ya reportados en la literatura, lo que nos indica que el sistema 

propuesto en el presente estudio posiblemente es funcional para T. atroviride.  

 

Los ensayos adicionales como: la cuantificación de las proteínas BLR-2 y 

TGF-1 junto con el análisis de la expresión de los genes en las condiciones de –

QA y +QA permitirán descartar o afirmar lo propuesto anteriormente. 

Adicionalmente, los ensayos de co-inmunoprecipitación de la cromatina y de co-

inmunoprecipitación de proteínas con los anticuerpos dirigidos contra FLAG o c-

Myc y la generación de cepas knockdown ayudaran a probar la funcionalidad del 

sistema propuesto en el presente trabajo. 
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