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RESUMEN

El pie negro es una enfermedad fingica que afecta a la mora de castilla (Rubus glaucus),
produciendo marchitez y pudricion de la raiz y el tallo. Los hongos causantes pertenecen a los
géneros Dactylonectria e Illyonectria, conocidos por su nombre anamorfo Cylindrocarpon. Al
no haber reportes que expliquen la interaccion entre estos patogeno y la planta, el presente
estudio realizd ensayos de minima concentracion inhibitoria (MCI) para determinar la
sensibilidad que poseen las cepas de cuatro especies de los géneros Ilyonectria y Dactylonectria
a la Higromicina B, antibidtico utilizado en la seleccion de organismos transformados. Se midio
el diametro de crecimiento a concentraciones del antibidtico de 0, 5, 15, 30 y 50 pg/mL, durante
cinco dias. Para la transformacion se utilizaron esporas y micelio como material de inicio a
concentraciones promedio de 3,75x10° y 4,47x10® UFC/mL respectivamente y una
concentracion de A. tumefaciens de 2x107 células/mL. Se utilizaron dos temperaturas de co-
cultivo 20 y 28°C y la concentracién de 50 pg/mL de higromicina descrita en algunas
publicaciones para la seleccion de hongos transformados en medio YPS. Se lleg6 a determinar
que el MCI de los hongos es de 30 pg/mL del antibidtico. Durante el proceso de AMT no se
pudo obtener un hongo transformado que sea del interés de este estudio, por ello se puede
afirmar que los hongos presentan resistencia a ser transformados, dejando asi la posibilidad de

probar otro método de transformacion genética.
PALABRAS CLAVE:

e Agrobacterium tumefaciens
e D. torresensis
e llyonectria

e MINIMA CONCENTRACION INHIBITORIA
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ABSTRACT

The black foot is a fungal disease that affects the blackberry (Rubus glaucus), causing wilting
and rotting of the root and stem. The fungi belong to the genera Dactylonectria and llyonectria,
known by their anamorph name: Cylindrocarpon. In the absence of reports explaining the
interaction between these pathogens and the plant, the present study carried out tests of
minimum inhibitory concentration (MCI) to determine the sensitivity of the strains of four
species of the genera llyonectria and Dactylonectria towards Hyromycin B, antibiotic used in
the selection of transformed organisms. The growth diameter was measured at antibiotic
concentrations of 0, 5, 15, 30 and 50 pug/mL, for five days. For the transformation of spores and
mycelium were used as starting material at average concentrations of 3.75x10° and 4.47x10°
CFU/mL, respectively, and a concentration of A. tumefaciens of 2x107 cells/mL, two co-culture
temperatures 20 and 28°C were used, the concentration of 50 pg/mL of hygromycin described
in some publications was used for the selection of fungi transformed in YPS medium. It was
determined that the MCI of the fungi is 30 pg/ mL of the antibiotic. During the AMT process,
it was not possible to obtain a transformed fungus that is of interest in this study, so it can be
said that the fungi of these genera have a resistance to be transformed, thus leaving the

possibility of testing another method of genetic transformation.
KEY WORDS:

e Agrobacterium tumefaciens
e D. torresensis
e llyonectria

e MINIMAL INHIBITORY CONCENTRATION



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Formulacién del Problema

En el Ecuador el cultivo de la mora de castilla alcanza una produccion total de 10283
toneladas por afio. Existe un porcentaje significativo del 40% de pérdidas debido a la fruta de
mala calidad, como consecuencia de diversos factores como: mal manejo agronémico, control
inadecuado de plagas y enfermedades en las plantaciones, asi como falta de plantas mejoradas
con alta productividad, resistentes o tolerantes a plagas y enfermedades, sin espinas y buena

calidad de frutos (Delgado, 2012).

La mora de castilla (Rubus glaucus Benth) es una planta silvestre originaria de zonas
tropicales; en el Ecuador esta planta es una parte importante del mercado debido a la
comercializacion de sus frutos. Aunque la produccion se ha visto afectada por una serie de
problemas fitosanitarios como pudricién del fruto causado por Botritys cinérea, el mildiu
velloso y polvoso causados por Peronospora sp. y Oidium spp. y problemas de marchitez

producidos por Verticillium sp., C. destructans, Fusarium oxisporum (MAGAP, 2013).

Las enfermedades como la marchitez y pudricion de la raiz en plantas de mora causado
por hongos también han sido un factor importante que afecta directamente el rendimiento y la
produccién, en Alemania se ha determinado que los hongos que causan estos sintomas de
marchitez y pudricién influyen directamente en la produccion de otras plantas silvestres como
fresas y frambuesas. La enfermedad se conoce como pie negro, el cual puede ser causado por
diferentes hongos patdgenos como: Verticillium dahliae, Phytophthora fragariae, P. cactorum,

Pythium spp, Fusarium spp, Cylindrocarpon spp y Gnomoniopsis fructicola, entre otros.
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Aunque las especies de hongos que causan mayor severidad de la enfermedad son
Dactylonectria torresensis junto con otras especies del género Ilyonectria, mas conocidos por

su nombre anamorfo Cylindrocarpon (Weber & Entrop, 2017).

En el afio 2000 se inici6 el Programa Nacional de Fruticultura del INIAP encargado de
la investigacion en frutales nativos del Ecuador con el fin de encontrar mejoras genéticas para
hallar especies resistentes a enfermedades como es el caso del pie negro que afecta a la mora.
En la actualidad, se ha llegado a determinar a varias especies de hongos asociadas con la
sintomatologia del pie negro, pero nada se conoce sobre la interaccién que existe entre el
patdgeno y la planta hospedera, segin INIAP (2018). Informe de Fruticultura. Recuperado de:

http://www.iniap.gob.ec/pruebav3/fruticultura/#

Varios estudios se han dedicado a la transformacion de hongos para que expresen
proteinas fluorescentes como GFP (Green Flourescent Protein). La expresion de esta proteina
se utiliza para observar la interaccion a nivel celular del patégeno con el hospedero (Caasi,
Walker, Marek, Enis, & Mitchell, 2009). Por ejemplo, se ha implementado métodos similares
para facilitar la observacion de Magnaporthe grisea y la interaccién del patégeno en la raiz de
las plantas de arroz, con la finalidad de ayudar a explicar como funciona el crecimiento del

hongo pat6geno y el proceso infectivo que posee (Zhang, Wu, Wang, Li, & Xu, 2014).

Se ha utilizado en Fusarium oxysporum el proceso de transformacion genética con el
objetivo de conocer mas acerca de su mecanismo de patogenicidad debido a que la enfermedad
del marchitamiento vascular que produce esta bastamente diseminada y es muy destructiva. A
futuro se podrian explicar esta y mas enfermedades causadas por hongos gracias a la insercion
de genes de fluorescencia facilitando el entendimiento de su comportamiento (Mullins et al.,

2001).
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Los estudios de transformacion genética de hongos padecen de ciertas deficiencias como

la falta de detalles en los protocolos utilizados, aunque al tener una vasta diversidad de hongos
y la complejidad de su pared celular ha requerido que se optimicen diferentes metodologias de
transformacion para cada especie. Gracias a estos inconvenientes se ha obtenido protocolos
mejorados para cada especie transformada (Michielse, Hooykaas, van den Hondel, & Ram,

2008).

1.2.  Justificacién del Problema

Cuando la mora sufre de la enfermedad del pie negro, se puede observar marchitamiento
en la parte aérea de la planta (Iturralde, 2017). Originalmente el causante de cancros, pudricion
de raiz y decaimiento de la madera fue identificado como Cylindrocarpon spp, género anamorfo
gue contiene a varios teleomorfos causantes del pie negro en diversos cultivos. La enfermedad
de pie negro de la mora de castilla causada por hongos de los géneros Dactylonectria e
Ilyonectria puede considerarse, desde el punto de vista econdmico, una de las enfermedades
mas peligrosa para la mora de castilla debido a que influye directamente en el rendimiento y

produccién de los pequefios agricultores (Naranjo, Taco, & Lopez, 2016).

Se ha realizado aislados que demuestran que las raices de plantas con sintomas de pie
negro como plantas asintomaticas pueden estar colonizadas por hongos de los géneros
Ilyonectria y Dactylonectria (Carlucci, Lops, Mostert, Halleen, & Raimondo, 2017). Agusti-
Brisach et al., (2015) mencionan que un factor podria ser la presencia de heridas en la raiz de
la planta para desarrollar sintomas tempranos de la enfermedad. Sin embargo, se conoce muy
poco aun del mecanismo de infeccidn u otros factores que afecten la interaccidn entre la planta

y el hongo a nivel celular.
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Hasta la fecha se sabe que los hongos causantes de la enfermedad del pie negro producen

dafos en los tejidos vasculares de la planta (Cedefio, Carrero, Quintero, Pino, & Espinoza,
2004). Pero la informacion de la forma en que se realiza la infeccién de los hongos patégenos
en la planta adn es limitada. Es por eso que una de las maneras para realizar una evaluacion de
la interaccion es mediante la técnica de transformacion de hongos en las especies de
Dactylonectria e llyonectria con genes de la proteina verde (GFP) o roja (tdTomato)
fluorescentes que permitira analizar a futuro, tanto la biologia y ecologia del hongo como la

interaccidn con su hospedero (Lorang et al., 2001).

Carlucci et al., (2017) han demostrado que los hongos anamorfos de Cylindrocarpon
spp no solo se encuentran en el tallo o raices de plantas asintomaticas, sino también en el suelo,
aunque son mucho mas dificiles de observar. La utilizacion de la expresion de proteinas
fluorescentes en los hongos transformados tiene una gran ventaja en el estudio y entendimiento

de la enfermedad mediante una visualizacién directa de la infeccidn de la planta in situ.

En el departamento de Entomologia y Patologia Vegetal de la Universidad de Oklahoma
las proteinas fluorescentes han sido utilizadas exitosamente para estudiar las interacciones
patégeno-hospedero. Esta técnica ayudd a determinar en pasto que los estolones también son
rutas alternas para la infeccién por hongos y no necesariamente se realiza con estructuras
especializadas a pesar de que siguen siendo menos eficientes que la infeccién por raiz (Caasi,

Walker, Marek, Enis, & Mitchell, 2009).

En hongos, la proteina GFP ha facilitado investigaciones citologicas en desarrollo,
pruebas de patogenicidad y progresiones de la enfermedad (Chen, Hsiang, & Goodwin, 2002).
La utilizacion de estos microrganismos transformados habilita la identificacion de sitios de

infeccion que no se hubieran podido reconocer. Es por ello que aplicar estos genes como



5
proteinas fluorescentes indicadoras puede ampliar mucho mas la comprension referente a la

enfermedad del pie negro y otras relacionadas con hongos.

La implementacion del Agrobacterium tumefaciens como una herramienta de
transformacion ha revolucionado los enfoques para comprender las funciones de los genes de
una gran cantidad de hongos. La transformacién mediada por esta bacteria se ha convertido en
una de las tecnologias mas innovadoras en la investigacion de hongos que se ha desarrollado
en los ultimos 20 afios. La transformacién mediada por Agrobacterium (AMT) ha trazado un
camino en el desarrollo de nuevas especies para actuar como un modelo de estudio en las

interacciones fitopatoldgicas (Idnurm et al., 2017).

La presente investigacion utilizara la bacteria Agrobacterium tumefaciens de la cepa
AGL1, modificada genéticamente y obtenida de los laboratorios de Patologias Vegetales de la
Universidad de Oklahoma, y los hongos causantes de la enfermedad de pie negro aislados e
identificados por Iturralde (2017) en el INIAP. En este proyecto se propone la transformacion
de los hongos causantes de la enfermedad del pie negro de los géneros Dactylonectria e
Ilyonectria con los genes de fluorescencia verde (GFP) y rojo (tdTomato) mediando por la

bacteria Agrobacterium tumefaciens.



1.3.  Objetivos de la Investigacion

1.3.1. Objetivo General

Transformar mediante Agrobacterium tumefaciens hongos de los géneros
Dactylonectria e Ilyonectria, asociados con la enfermedad del pie negro de la mora de castilla
(Rubus glaucus Benth), con genes que expresan la proteina verde (GFP) o rojo (TdTomato)

fluorescentes.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Determinar la minima concentracion inhibitoria (MCI) de higromicina B como agente
de seleccidn en la transformacion de las especies Dactylonectria e llyonectria.

e Transformar hongos de los géneros Dactylonectria e llyonectria con la cepa de
Agrobacterium tumefaciens AGL1 conteniendo plasmidos pOHT-SGFP o pBHt2-
tdTom.

e Observar la colonizacion de los hongos transformados en la raiz de plantas de mora de

castilla.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1.  Mora de Castilla (Rubus glaucus)

2.1.1. Origen y distribucion

La mora de castilla (Rubus glaucus Benth) se encuentra en las zonas frias de Europa, en
zonas aledafias a la cordillera de los Andes, y lugares como Centroamérica y México, excepto
en las zonas desérticas. La mora es una planta dicotiledénea, perteneciente al orden Rosales,
familia Rosacea, género Rubus (Céardenas, 2013). Esta planta es de vegetacion perenne,
arbustiva semi-erecta, conformada por diversos tallos que pueden alcanzar una longitud de tres

metros.

2.1.2. Variedades

Segun Cardenas (2013) en el afio de 1840 se iniciaron trabajos para obtener variedades

de Rubus en las zonas templadas. En el Ecuador las variedades cultivadas son las que se

muestran en la Tabla 1:

Tabla 1
Variedades de mora en el Ecuador
Variedades Caracteristicas
Mora de castilla (Rubus glaucus) La mora de castilla es la de mayor

importancia comercial y la més cultivada en
Ecuador, en regiones comprendidas entre los
1200 a 3000 m.s.n.m.

Mora variedad brazos (Rubus sp.) Fue desarrollada en 1959 por genetistas de
Texas, es la mas productiva y adaptable. Esta
variedad se ha adaptado en Ecuador

CONTINUA




Mora negra (Rubus bogotensis)

Mora de paramo o de gato (Rubus giganteus)

Mora pequefia (Rubus magalococus)

Mora grande (Rubus nubigenus)

Ideal para alturas entre 1700 a 3200
m.s.n.m., sus frutos son racimos muy
apretados y con poco jugo.

Los frutos son huecos y de granos grandes
aproximadamente de 7 cm, cultivada en
altitudes de 2600 a 3400 m.s.n.m.
Variedad rastica de frutos
cultivada hasta los 2700 m.s.n.m.
Variedad de frutos grandes y se cultiva desde
los 2600 a 3100 m.s.n.m.

pequefos,

Fuente: Modificado de Delgado (2012)

2.1.3. Condiciones Climaticas

Delgado (2012) menciona que la mora se adapta a una gran variedad de altitudes. Sus

mejores resultados en cultivos han sido entre 1800 y 2400 m.s.n.m.; una vez sobrepasada esta

altura, se corre peligro de heladas que podrian terminar quemando el tallo. Se pueden cultivar

a temperaturas entre los 6 y 22°C (Andrade, 2012). Las exigencias climaticas del cultivo estan

en la Tabla 2.

Tabla 2
Exigencias climaticas para el cultivo de mora

Exigencias climaticas

Descripcion

Altitud

Temperatura y humedad relativa

Vientos
Luminosidad

Precipitacion

La altitud éptima va desde los 1800 a 2400
m.s.n.m.; en alturas mayores el peligro de
quema de tallos a causa de las heladas esta
presente.

Se desarrolla en temperaturas entre los 8 y 22
°C, pero la 6ptima ronda entre los 12-14 °C y
una humedad ambiental entre los 70 y 80%.

Requiere zonas libres de vientos fuertes.

Las Optimas varian de tres a cuatro horas por
dia.

Las lluvias no deben sobrepasar los 1200 y
2500 mm anuales

Fuente: Modificado de Delgado, (2012).



2.1.4. Importancia econémica

La mora (Rubus glaucus) desde hace tres décadas ha adquirido gran importancia a nivel
comercial debido a los precios que alcanza en los mercados, su gran aceptacion en la
agroindustria y el incremento del consumo en fresco. Delgado (2012) menciona que en el
Ecuador la mora registra una expansion constante, lo que hace suponer que sus expectativas a
un futuro son excelentes y podria llegar a convertirse en una alternativa para diversificar las
exportaciones. Las zonas productoras del Ecuador son las provincias de Tungurahua, Cotopaxi,
Bolivar, Chimborazo, Pichincha, Imbabura y Carchi (Figura 1). Tungurahua es la provincia
productora de mora con un total del 70% de la produccion ecuatoriana (Cérdenas, 2013). En
los ultimos afos, esta planta ha tenido alzas en el mercado nacional e internacional, por lo que
es importante conocer sus debilidades biologicas para fortalecer el sector comercial del

producto (Naranjo, Taco, & Lopez, 2016).

R 7\ Cofar oy Morona Santiago g

Azuay

Figura 1 Distribucion de las zonas més productoras de mora del Ecuador

Fuente: INEC (2000) citado por Cardenas (2013).
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2.2. Enfermedad de pie negro

2.2.1. Agentes Causales

Las especies de Cylindrocarpon son comunes y se pueden encontrar como habitantes
del suelo, también en plantas muertas o0 como colonizadores de raices o patégenos. Se han
caracterizado como patdgenos débiles en varios tipos de plantas herbéceas o en plantas lefiosas
(Brayford, 1993). Hace algunos afios una dréstica reduccion en las tasas de supervivencia de
los vifiedos injertados en los viveros, asi como en los vifiedos jovenes ocurri6 en la provincia
de Western Cape de Sudéfrica. El bajo promedio de estos vifiedos jovenes pudo ser atribuido a
diversos factores que incluyen enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus, pestes de
insectos y nematodos, o factores abioticos y deficiencias nutricionales (Fourie, Halleen, &

Crous, 2005).

Algunas de estas especies han sido descritas como agentes de podredumbre de raices en
varias plantas hospederas y causantes de la enfermedad del pie negro de vides. La primera que
vez que se reportd a C. destructans en vides fue en Francia en 1961; desde ese momento se han
encontrado varios reportes que demuestran diversas especies de Cylindrocarpon sp aisladas de
vides jovenes o con pudrimiento basal de la raiz (Halleen et al., 2006). A pesar de que se ha
demostrado que los hongos de esta especie causan la enfermedad el pie negro, ain no se tiene
claro cdmo y donde ocurren las infecciones. Muy poca informacion esta disponible con respecto
a la etiologia y epidemiologia de los hongos involucrados en la enfermedad del pie negro
(Hallen, Schroers, Groenewald, & Crous, 2004). En diversos estudios se ha demostrado que el
nombre genérico de Cylindrocarpon contiene un sin numero de anamorfos, entre los cuales se

encuentran los hongos de los géneros Dactylonectria e llyonectria con una vasta cantidad de
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especies que son patdgenos y causantes de la enfermedad del pie negro (Ferrer, Abad, &

Armengol, 2015).

2.2.2. Sintomatologia

Los sintomas de la enfermedad (Figura 2) son marchitez en las hojas, puntas y bordes
necrosados y mas sensibles. Ciertas plantas como la vid presentan clorosis en las hojas, a veces
las yemas o incluso la planta no llega a germinar, todo esto ocurre cuando los dafios son en la

raiz y cuello de la planta, donde se comienza a propagar el mal (Alaniz, 2008).

En las plantas muertas de mora se ha observado que la raiz y la corona son afectadas
por la enfermedad del pie negro debido a la presencia de grietas transversales en las raices y
desprendimiento del cortex con facilidad, revelando rayas de color marrén claro, marron oscuro
y negro en los tejidos vasculares. En la parte interna de la corona de plantas moribundas también
se ha observado rayas negras que se complementan con el color blanco amarillento de los
tejidos sanos circundantes, y las plantas muertas presentan hueca la parte central de la corona

(Cedefio, Carrero, Quintero, Pino, & Espinoza, 2004).

Figura 2 Sintomas del pie negro causados por Cylindrocarpon destructans var.

Fuente: (Cedefio, Carrero, Quintero, Pino, & Espinoza, 2004)
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2.3.  Transformacion genética de hongos

Los hongos existen ampliamente en diversos tipos de ambientes, como el suelo,
desperdicios bioldgicos y plantas. En la naturaleza ellos juegan un rol fundamental en procesos
de degradacion; en la agricultura muchos son utilizados tanto para el control de pestes como de
enfermedades en plantas y en la medicina son utilizados para el tratamiento de enfermedades,
como la penicilina de Penicillium chysogenum (Li, Tang, Lin, & Cai, 2017), ya que poseen una
gran capacidad de produccién de proteinas y metabolitos secundarios. Los hongos son una
contribucion econdémica importante, por lo que estudios en este campo de su informacion

genética podria convertir a la micologia en una nueva era de investigacion.

2.4.  Agrobacterium tumefaciens

2.4.1. Caracteristicas

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo y
motilidad por flagelos proyectados en todas las direcciones. Pertenece a la clase de a-
Proteobacterium y tiene la capacidad de transformar genéticamente las plantas, hongos e
incluso, células humanas. El género Agrobacterium pertenece a la familia Rhizobiaceae y
también est4 cercanamente relacionada al género Rhizobium, cuyos miembros también forman

asociaciones intimas con las plantas para fijar el nitrégeno atmosférico (Idnurm et al., 2017).

La forma silvestre de Agrobacterium lleva dos tipos de genes para transformacion, los
primeros son los oncogenes y los otros son los encargados de la biosintesis de opinas (Figura

3) que promueven la enfermedad conocida como agalla de la corona, la cual consiste en un
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crecimiento continuo debido a la ausencia de control en el ciclo celular de las células (Solis-

Ramos et al., 2010).

NHz\ NH, -
/}C—NH—{CHZE—EH—CDUH //C—NH—(CH2}3—CH—CODH
NH * | NH?
NH NH
CH; — CH—COO0H COOH — (CH,);— CH—COOH
Octopina Nopalina
COOH
CHOH — (CHOH),
4 B \f
CH,), CONH
) (CH); z
COOH CH, CH,— COOH
Cucumopina Agropina

CONH, — CH, — CH— COOH

NH

COO0OH — (CH;), — CH — COOH

Succinamopina

Figura 3 Estructura quimica de alguna opinas necesarias para Agrobacterium tumefaciens.

Fuente: (Rodriguez, Chi, Acereto, & Echeverria, 2004)

2.4.2. Mecanismo de accion

Agrobacterium ha sido reconocido como un agente bacteriano capaz de producir el
desarrollo de tumores y agallas en plantas e inclusive podria causar la muerte en plantas
infectadas; ataca principalmente a dicotileddneas y algunas gimnospermas (Rodriguez, Chi,

Acereto, & Echeverria, 2004).
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Esta bacteria posee plasmidos grandes (plasmido Ti) que son los responsables de su
oncogenicidad. Cuando se libera un segmento del plasmido, se obtiene T-DNA, el cual se
encuentra integrado de forma estable en la planta. Ademas de este plasmido Ti, también existe
una region llamada vir, esencial para la induccién de los tumores, Figura 4 (Hoekema, Hirsch,

Hooykaas, & Schilperoort, 1983).

- Virulence
region
Chromaosomal
DA
Spac’

Figura 4 Esquema de un sistema de vectores binarios para Agrobacterium tumefaciens

Fuente: (Michielse, Hooykaas, van den Hondel, & Ram, 2008)

Agrobacterium tumefaciens se une a la célula huésped donde se ha producido una
herida, este proceso toma ventajas de algunos de los receptores de la célula huésped y proteinas
como ChvA, ChvB, PscA, Attl. Entre los receptores de la célula huésped se encuentran la
proteina vitronectina, la proteina de unién a ricadhesina, la sintesis de celulosa (CSLA9) y otras
proteinas. Las proteinas interactian con la proteina VirB2 de Agrobacterium. El proceso de
infeccion inicia con la activacion de los genes de virulencia (vir genes) desde el plasmido Ti
(plasmido inductor de tumores) con la ayuda de las sefiales celulares que provienen de la célula
huésped, incluidas sustancias fenolicas (por ejemplo, Acetosyringona AS), azlcares y cambios

en el pH (Solis-Ramos et al., 2010).
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Agrobacterium envuelve una metodologia genética microbiana compleja encargada de
insertar los genes de interés dentro del DNA de transferencia (T-DNA), que es reconocido como
una region en el plasmido Ti. Para que se dé la transferencia, se necesita de la presencia de
elementos como las secuencias repetidas de borde (25bp) del T-DNA que flanquean al T-DNA
en orientacion directa y trazan la region que sera procesada del plasmido ademas de la presencia
de los genes de virulencia y genes (como chv) localizados en el cromosoma bacteriano (Lee &

Gelvin, 2008).

El proceso de infeccion (Figura 5), en general, comienza cuando la planta empieza a
secretar compuestos fenolicos que favorecen la transduccion de sefiales inductoras de la
expresion de los genes de virulencia (virA y virG). La activacion de virA inicia la fosforilacion
y activacion de la proteina del virG; al ser activada, se une a la secuencia de vir box que se
encuentra antes de cada operon de los genes vir, lo que permite una mayor expresion de todos
estos genes. Para el procesamiento del T-DNA, se unen los virD1 y virD2 a las secuencias de
borde del T-DNA vy luego la proteina de virD2 se une covalentemente a 5° permitiendo que
salga de la bacteria para insertarse en la célula de la planta, y mas tarde al nacleo (Lee & Gelvin,

2008).

Citoplasma
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Pared celular

Agrobacterium spp Célula vegetal

Figura 5 Proceso de infeccion de las células vegetales por Agrobacterium tumefaciens.

Fuente: (Rodriguez, Chi, Acereto, & Echeverria, 2004)
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2.5. Transformacion mediada por Agrobacterium (AMT)

El método de AMT ha demostrado ser mas estable y eficiente que los métodos de
transformacion convencional desde la primera publicacion de transformacion en hongos. La
primera vez que se aplico el método fue para transformar S. cerevisiae. Un plasmido que lleva
el gen de resistencia a la higromicina se ha utilizado para transformar especies como Aspergillus
awamori, Aspergillus fumigatus, Trichoderma reesei, Mucor circinelloides, Aspergillus
giganteus y Fusarium oxisporum. Los pasos basicos dependen de la especie del hongo que se

desee transformar (Li, Tang, Lin, & Cai, 2017).

2.5.1. Vectores co-integrados y binarios

Los vectores co-integrados son construidos por el entrecruzamiento de las regiones
homologas que poseen dos plasmidos (Figura 6); es decir, se da una recombinacion entre un
plasmido Ti desarmado que contiene la secuencia izquierda y otro vector mas pequefio con el
gen de interés flanqueado por la secuencia de la derecha junto con una regiéon homdloga a la
secuencia de la izquierda. Los vectores binarios son muy utilizados en la transformacion de
plantas y tienen una extensa variedad. Dentro de Agrobacterium existen dos vectores, uno para
el T-DNA vy el otro para la region con los genes de virulencia, lo que facilita la manipulacion

de técnicas in vitro (Valderrama, Arango, & Afanador, 2005).
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Escherichia coli
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Figura 6 Representacidn esquematica de vectores co-integrados y binarios

Fuente: (Sangwan, Ochatt, Nava-Saucedo, & Sangwan, 2012)

2.5.2. Factores que influyen en la transformacion

Diversos factores afectan la eficiencia de la transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens, incluyendo el tipo de cepa del hongo y del material de trabajo (protoplastos,
esporas, hifas y tejido), la concentracidn de acetosyringona, radio hongo/Agrobacterium, y las
condiciones para el co-cultivo. Los pasos elementales que se deben seguir durante la
transformacion del hongo son (Figura 7): realizar los cultivos del hongo y de Agrobacterium en
los medios adecuados; inducir con acetosyringona en el medio de cultivo para activar los genes
de virulencia; co-cultivar la bacteria y el hongo en medio de induccién y posteriormente
transferir el cultivo a un medio selectivo y cultivarlo para ver el nimero de transformantes

obtenidos durante el procedimiento (Groot, Bundock, Hooykaas, & Beijersbergen, 1998).



18

Steriluzed tweezer

Filter

Indusction
Induction medium /
o o . X . medium with _

Cultivating Treating with induction medium and il >
o - — — =
Agrobacteriune cultivating at certain temperatune < —

—_— )

with shocking gently for certain time .‘

to reach the cemain concentration

S ]

Cultivating fungi

Co=cultivating at a ratio of Cultivating at
fungi o bacteria at certain Transfering the filter 1o screening medium

lemperature for a time sereening medium

Caollecting and diluting 1o a certain

concentration with 0,9% NaCl

Figura 7 Pasos bésicos para la transformacion mediada por Agrobacterium

Fuente: (Li, Tang, Lin, & Cai, 2017)

2.5.3. Retosy ventajas de AMT

Una de las desventajas iniciales de la transformacion de hongos con Agrobacterium fue
la inflexibilidad existente con los sistemas de vectores. Algunos de los vectores de esta bacteria
eran muy complicados de manejar, con sitios de restriccion limitados para la clonacion
convencional y, habiendo sido desarrollados inicialmente en plantas fueron prefabricados con
casetes de seleccion y elementos reguladores especificamente para la transformacion en esta
especie. Afortunadamente, luego se encontrd que algunos vectores para plantas también tenian
vectores pequefios con regiones de T-DNA vacias que se podian manipular facilmente. Otro
limitante para los primeros vectores eran el tamafio del DNA que podia ser insertado, lo que
significaba una restriccién técnica por complementacion de genes grandes. Asi que una
solucion a este problema fue el desarrollo del sistema BIBAC, el cual permitia la modificacion
de cualquier cromosoma artificial bacteriano (BAC) con una seccién grande del DNA del hongo
para contener las secuencias de borde izquierda y derecha, lo que habilitaria la transformacion

del hongo directamente (Idnurm et al., 2017).
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Las ventajas que presenta este método con respecto a otros es que se elimina la
necesidad de remover la pared celular del hongo con el fin de obtener protoplastos; aunque el
protoplasto es un método establecido en algunas especies, en otras es dificil su obtencién y es
poco probable realizarlo con éxito. Los hongos poseen un conjunto de células de todo tipo que
difieren entre especies y cambian en distintas etapas durante su crecimiento y desarrollo. Estas
diferencias probablemente explican la facilidad y éxito de obtener protoplastos en algunas
especies, ademas de que también existe dificultad para obtener enzimas adecuadas para
degradar la pared celular. Una segunda ventaja significativa es que el T-DNA se integra de
forma aleatoria en el genoma, y AMT es susceptible a ser utilizada en enfoques genéticos
inversos para la eliminacién o alteracion de genes especificos (Idnurm et al., 2017). Una clara
ventaja clave que tiene AMT es que se pueden utilizar distintos materiales de partida tales como
conidiosporas, micelio, etc. Esta técnica no esta recomendada para la obtencidn de cepas de alta
produccidn de proteinas porque ocurre una integracion de una sola copia de T-DNA; en cambio
para tener altos niveles de expresion, generalmente se requiere de multiples copias del gen, lo
que puede ser forzado mediante la introduccion de una molécula grande de T-DNA conteniendo
maultiples copias del gen o cambiando las condiciones y/o el marcador de seleccion (Michielse,

Hooykaas, van den Hondel, & Ram, 2008).

2.6.  Minima Concentracion Inhibitoria (MCI)

Cuando se realizan procedimientos de transformacion es muy importante tener en cuenta
gue se debe disponer de un proceso de seleccion de eliminacion del organismo o tejido no
transformado. Una forma de realizarlo es exponerlos progresivamente a compuestos como los

antibidticos, que inhiben su desarrollo normal, mientras que los organismos que si estan
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transformados no sufren ninguna alteracién ante la presencia del antimicrobiano (Cruz, Acosta,

Rodriguez, Leiva, & Alvarado, 2001).

La concentracion minima inhibitoria (MCI) es considerada una prueba ‘gold standard’
para determinar la susceptibilidad que tienen los organismos a los antimicrobianos y es utilizada

para juzgar todos los otros métodos de pruebas de susceptibilidad (Andrews, 2001).

2.7.  Hipdtesis
Las especies de hongos de Dactylonectria e Ilyonectria se pueden transformar con los
genes de la proteina verde (GFP) o roja (tdTomato) fluorescente por el método de

transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens.
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CAPITULO I1I; MATERIALES Y METODOS

3.1.  Revisién Bibliogréafica

En este proyecto de titulacion se investigd sobre protocolos para la transformacion
mediada por Agrobacterium tumefaciens aplicada en hongos patdgenos, las caracteristicas de
los hongos de los géneros Dactylonectria e llyonectria causantes de la enfermedad del pie negro
y se indagd informacion para medir la minima concentracion inhibitoria (MCI) respecto al

antibiotico de seleccion empleado.

3.2.  Mantenimiento de los hongos

Las especies de hongos Dactylonectria torresensis, llyonectria robusta, I.
venezuelensis, e I. vredenhoekensis se obtuvieron del cepario del Laboratorio de Microbiologia
de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE (Figura 8), aisladas e identificadas en
estudios anteriores relacionados a la marchitez de la mora de castilla (Rubus glaucus Benth) en

colaboracion del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

Figura 8 Cepario de hongos, Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE.
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El cepario fue elaborado durante el proyecto de titulacién de Iturralde (2017),
“Estandarizacion de una metodologia de inoculacion de llyonectria sp, agente causal de la
marchitez en plantas de mora de castilla (Rubus glaucus)”. Los hongos se recuperaron y se
cultivaron en cajas Petri con medio PDA (Papa Dextrosa Agar) con Cloranfenicol a 100 ppm
para evitar la contaminacion de un amplio espectro de bacterias. Al hongo se lo mantuvo
incubado durante 15 dias en el medio, a temperatura ambiente (~25 °C) y luego fue sub-

cultivado.

3.3.  Determinacién de la Minima Concentracion Inhibitoria (MCI)

Para determinar la MCI de Higromicina B, se prob6 un aislado de cada especie
empleando el método de dilucién en agar en medio de cultivo YPS (Extracto de levadura,

peptona y glucosa) con ciertas modificaciones al protocolo propuesto por Cruz et al., (2001).

La solucidn stock del antibidtico se prepard a una concentracién de 50 mg/mL en agua
destilada y se esterilizd con filtros millipore de 0,22 um. Se emplearon concentraciones
crecientes de 5, 15, 30 y 50 pug/mL en el medio de cultivo. Se afiadio el antibiético después de
autoclavado el medio de cultivo colocando los volimenes correctos para obtener las

concentraciones deseadas.

peso del antibiotico(ug)

m
* 1000 = (respuesta) (_g)

C =
stock mL

volumen del diluyente (mL)
Cstock: Concentracion de la solucion stock

Se tomo con la ayuda de un asa estéril una porcion del medio original (PDA) con
crecimiento del hongo para colocarlo en el centro de la caja Petri y evaluar el posterior

crecimiento del hongo en el medio de cultivo a diferentes concentraciones. Se utilizaron tres
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cajas por cada concentracion de Higromicina B. Ademas, se empleé medio de cultivo YPS libre
de antibidtico como control. Luego se incubaron a temperatura ambiente (~28 °C) durante siete
dias. Se realizaron evaluaciones cada 24 horas para verificar el crecimiento del hongo. Se
tomaron los datos de crecimiento midiendo del diametro miceliar alrededor de los puntos de
inoculacion. La concentracion de Higromicina B a la cual se inhibi6 completamente el

crecimiento se determin6 como la MCI.

3.4. Mantenimiento de Agrobacterium tumefaciens

Las cepas AGL1 de Agrobacterium tumefaciens se modificaron genéticamente para
formar el plasmido binario pOHT-sGFP y se construyé mediante pPCAMBIA1300 disefiado con
el promotor CaMV35S y el gen hph (resistencia a la higromicina). El proceso se realizd
mediante la utilizacion de sitios de restriccion que facilitaron el ingreso de estos genes. El otro
plasmido, pBHt2-tdTom, fue construido por clonacién de un promotor ToxA sintetizado
comercialmente y el gen tdTomato (Caasi, Walker, Marek, Enis, & Mitchell, 2009). Estos
Agrobacterium se obtuvieron del Departamento de Entomologia y Patogenicidad Vegetal de la
Universidad Estatal de Oklahoma. Las cepas se mantuvieron en medio minimo de
Agrobacterium (AMM) suplementado con Carbenicilina 50 pg/ml y Kanamicina 50 pg/ml para
el mantenimiento del plasmido en las cepas disefiadas con pOHT-sGFP (contiene el gen verde

fluorescente) y pBHt2-tdTom (contiene el gen rojo fluorescente).

3.5.  Confirmacion de los genes GFP y tdTomato por PCR

Se realiz6 la confirmacion de la presencia de los genes de fluorescencia verde (GFP) y

rojo (tdTom) mediante una colony - PCR a partir de una muestra de las cajas Petri con el cultivo
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de Agrobacterium tumefaciens con los respectivos plasmidos. Para ello se utilizo los primers
especificos del gen de fluorescencia GFP 5’-GTGAGCAAGGGCGAGGAGCT-3" y 5’-
TTACTTGTACAGCTCGTCCA-3’, o los primers especificos para el gen de fluorescencia
tdTomato 5-ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGG-3’ y 5’-
TTACTTGTACAGCTCGTCCATG-3’. Para la amplificacion de los genes se tomo en cuenta

el nimero de pares de bases de cada gen con el fin de establecer las condiciones de PCR.

Se tomd con un palillo estéril directamente del medio una colonia de Agrobacterium y
se la colocd en tubos eppendorf de tapa rosca de 1,5 ml con un volumen de 1 ml de agua
destilada estéril. Se calent6 en el termobloque a 95°C durante 5 min para romper las colonias y
liberar el DNA al exterior y se tom0 3L del agua con el DNA (Bergkessel & Guthrie, 2013).

Para la ejecucion de la PCR se realizd una master mix.

Los primers se diluyeron del original para obtener una concentracion de 10 M por cada
uno. El tamafio de cada gen es importante para desarrollar las condiciones de PCR, el gen GFP
y el gen tdTomato tienen un tamario de 717 y 1431 pares de bases (pb) respectivamente y las

condiciones para ellos son las siguientes (Tabla 3):

Tabla 3
Condiciones de PCR para el gen GFP y tdTomato
35-40 ciclos
Desnaturalizacion o ) ] . Extension )
Desnaturalizacion  Alineamiento  Extension Conservacion
Inicial Final
Temperatura
95 49 72 72 4-18
°C
GFP:
) ) 60 seg . )
Tiempo 2min 20 seg 30 seg tdTom: 5 min 20 min
1 min 25

seg
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3.6.  Transformacion del hongo

Los hongos cultivados en medio PDA bajo condiciones 6ptimas en cinco dias fueron
utilizados para el proceso de transformacion. Se us6 un sacabocados estéril para sacar un pedazo
de agar de 6 mm de diametro del borde externo del crecimiento del hongo y se lo almacend en
tubos de 1,5 mL con tapa rosca. Se afiadié 1 mL de medio liquido IMM y dos beads de vidrio
de 3mm para realizar el bead-beating. Para la obtencién de esporas de los hongos, se utilizd
medio PDA con crecimiento del hongo de aproximadamente entre 5 a 25 dias. Se colocé una
solucidén de agua estéril sobre el crecimiento, se lo raspd con un portaobjetos autoclavado, se
filtr6 el contenido y se recogi6 el liquido en tubos falcon. Una vez realizado el bead-beating y
obtenidas las esporas, se tomo una alicuota de micelio de 50 pL y se la vertié en una caja Petri
con medio PDA de 9 cm para estimar el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC’s)
por mililitro. La concentracion de esporas se determind con una Camara de Neubauer. Los
fragmentos de micelio y esporas viables se utilizaron para la transformacién por

Agrobacterium.

Una vez cultivada Agrobacterium en medio AMM se la trasladé a 5 mL de medio
liqguido de AMM en tubos falcon, se la incubd durante 2 a 3 d a 28°C en agitacion de 150 rpm,
0 hasta obtener turbidez. Posteriormente se realizd una dilucion de 1/10 del cultivo y se midio
su densidad dptica con el espectrofotometro a 600 nandmetros, se ajustd esta densidad a 0,2
con medio liquido IMM (suplementado con Acetosyringona 0,2M), y se dejé incubar a 28°C
durante toda la noche. Al siguiente dia se volvié a realizar la dilucién 1/10 con medio liquido
IMM vy se ajustd la densidad dptica a 0,2. La relacion entre la densidad dptica y la concentracion

se indica en la siguiente formula:
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células

0D600 = 10 = 1 * 108

Fuente: (Guo, Zhang, Meng, & Jiang, 2012)

Por lo tanto:

células

ODggo = 0.2 = 0.2 x 108

OD: Densidad optica (Guo, Zhang, Meng, & Jiang, 2012).

Se realiz6 una mezcla de las dos suspensiones de Agrobaterium inducida y del hongo
1:1 (volumen:volumen) en un microtubo estéril, con un volumen de 100 pL de Agrobacterium
y 100 pL de la suspension del hongo. Se cultivo aproximadamente 200 pL de esta mezcla sobre
la superficie de una membrana de nitrocelulosa estéril que se colocé dentro de las cajas Petri
con medio IMM suplementado con Carbenicilina 50 pg/mL, Kanamicina a 50 pg/mL y

Acetosyringona 200uM. Se co-incubd a 20°C entre 48 a 72 h hasta que aparecieron colonias.

3.7. Seleccion de transformantes

Las membranas de nitrocelulosa fueron transferidas a medio YPS suplementado con
Higromicina B a 50 pg/ml, Cefotaxima a 200 pug/ml y Timentina a 100 pg/ml, colocando la
membrana volteada hacia la superficie donde se cultivo el hongo y el Agrobacterium. Se incubd
a temperatura ambiental o en una incubadora oscura hasta que se formen colonias durante 3-14
d. Una vez obtenidos los hongos transformados, se los sub-cultivo tres veces en medio selectivo
con Higromicina B, luego se sub-cultivd en medio no selectivo para determinar la estabilidad

de la transformacién y finalmente se volvio a cultivar en medio selectivo.
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3.8. Calculo de la frecuencia de transformacion

Para determinar el nimero obtenido de transformantes se emple6 el uso de luz UV o
microscopia de fluorescencia sobre el medio de seleccion para observar la expresion de los
genes de fluorescencia sobre las colonias transformadas. Se puede emplear la siguiente formula

para determinar la eficiencia de transformacion:

promedio de colonias transformadas obtenidas

ET 100

concentracion total del material utilizado

ET: Eficiencia de transformacion

3.9. Analisis Estadistico

3.9.1. Disefo Experimental

Para este trabajo se tomé todos los aislados del género Dactylonectria e llyonectria,
haciendo un total de cuatro aislados de hongos diferentes como grupo experimental. Se evalu6
el crecimiento de los hongos a diferentes concentraciones del antibi6tico higromicina B a 5, 15,
30 y 50pug/mL y el medio sin atibiético como control negativo. Cada uno de los ensayos se
repitié tres veces. El didmetro de crecimiento se mididé cada 24 h durante cinco dias para
determinar el MCI de los hongos con este antibiotico. Adicionalemente se calcul6 la eficiencia
de las transformacién a través de AMT utilizando como variables independientes al micelio y

esporas de los hongos.
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3.9.2. Unidad Experimental

Los tratamientos para determinar la MCI contaron con 60 unidades experimentales

(cada porcion de medio con hongo utilizado para medir su crecimiento)

Para la transformacion se conté con ocho unidades experimentales (cuatro pedazos de

micelio y cuatro soluciones con esporas)

3.9.3. Andlisis

El analisis para determinar la MCI se realizd mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis con un nivel de significancia del 95% (los datos indicados son el promedio de
las repeticiones realizadas con su desviacidon estandar) donde se analizaron los diferentes
tratamientos para las diferentes especies, al igual que la variacion del crecimiento de los hongos
utilizando el software estadistico INFOSTAT. Las tablas de los analisis son mostradas en

anexos.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1.  Crecimiento de los hongos

Los hongos de las especies Dactylonectria e Ilyonectria obtenidas del cepario del
Laboratorio de Microbiologia, realizado por Iturralde (2017), se aislaron y crecieron en medio
PDA a temperatura ambiente (~25°C) durante un periodo de cinco dias para la obtencion de
micelio. Para conseguir esporas se utilizaron cultivos entre 5 y 25 dias. Las colonias de los
hongos produjeron oscurecimiento del medio a su alrededor, mostraron bordes irregulares,

crecimiento radial y aspecto seco. La coloracion de las colonias varié desde tonalidades

amarillas hasta el color marron (Figura 9).

Figura 9 Crecimiento fangico de 15 dias de los géneros Dactylonectria e Ilyonectria.

4.2.  Caracterizacién microscopica de los hongos

Mediante la tinciébn con azul de lactofenol se observaron las caracteristicas
microscopicas de las especies de Dactylonectria e Ilyonectria donde apreciaron macroconidias,

microconidias y clamidosporas (Figura 10).



30

Figura 10 Macro, microconidias y clamidosporas a 60X, barra representada 20um.

Fotografia tomada por: Jessica Sanchez

4.3. Determinacion de la Minima Concentracion Inhibitoria (MCI)

Para la determinacion de la MCI se utiliz6 el medio de crecimiento YPS con diferentes
concentraciones del antibio6tico de seleccién Higromicina B de 5, 15, 30, 50 pug/mL; con tres

repeticiones de cada una de las especies para cada uno de los diferentes tratamientos.

El crecimiento se desarroll6 normalmente en el medio YPS control en todas las especies
de hongos, el medio YPS 5y 15 pg/mL muestra que aln existe crecimiento de los hongos,
aungue mas lento, en cambio en los medios YPS 30 y 50 pg/mL se pudo apreciar con el pasar
de los dias que los hongos tienen sensibilidad al antibiético por lo que no mostraron crecimiento

(Figura 11).
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Figura 11 Crecimiento fangico a diferentes concentraciones de Higromicina B.

4.4. Crecimiento de Agrobacterium tumefaciens

La cepa de AGL1 de Agrobacterium tumefaciens fue donada por el departamento de
Entomologia y Patologias Vegetales de la Universidad de Oklahoma esta cepa se reactivo en
medio caldo peptona a 28°C en agitacion durante una semana y posteriormente cultivada en
medio AMM suplementado con los antibidticos necesarios para la conservacion del plasmido.

El cultivo se realizo a temperatura ambiente (~25 — 28 °C) durante tres dias.
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El crecimiento de AGL1 en medio AMM fueron de color blanco hueso, con bordes

irregulares y consistencia cremosa (Figura 12).

Figura 12 Cultivo de A. tumefaciens en caldo peptona y medio s6lido AMM.

4.5.  Caracterizacion microscopica de la bacteria

Se emple0 la tincion Gram para determinar las caracteristicas microscépicas del cultivo

de A. tumefaciens. La bacteria presentd forma de bacilo, de tipo Gram negativo (Figura 13).

Figura 13 Tincién Gram de la cepa bacteriana AGL1 de A. tumefaciens (100X).
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4.6. Confirmacion de los genes GFP y tdTomato por PCR

El procedimiento se realizé mediante una colony — PCR, por la cual se obtiene el DNA
directamente de las colonias bacterianas sin la necesidad de realizar un procedimiento de
extraccion. Se corrio una electroforesis donde se confirmé la amplificacion y presencia de los

genes de interés con base en el tamafio de la banda obtenida (Figura 14).

Figura 14 Gel de electroforesis de los genes GFP y tdTom bajo luz UV.

4.7.  Co-cultivo de los hongos y la bacteria

Los co-cultivos en medio IMM se realizaron con las concentraciones de los hongos
obtenidos a partir de los procesos de bead-beating en el caso de micelio (Tabla 4) y raspado del

medio de cultivo en el caso de esporas (Tabla 5).
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Tabla 4
Concentracion miceliar de los hongos a ser transformados.
CONCENTRACION

HONGOS MICELIAR (UFC/mL)

D. torresensis 6 * 10*

I. venezuelensis 1,1 % 107

I. vredenhoekensis 4,8 x 10°

I. robusta 2% 10°
Tabla 5

Concentracion de esporas de los hongos a ser transformados.
HONGOS CONCENTRACION DE

ESPORAS (UFC/mL)
D. torresensis 1,6 * 10°
I. venezuelensis 1,277 * 10°
I. vredenhoekensis 8,35 * 10°
I. robusta 5,23 x 10°

La concentracion utilizada para Agrobacterium en el co-cultivo fue determinada a través

de espectrofotometria de los medios a una densidad 6ptica de 600nm.

La concentracion final de Agrobacterium tumefaciens a ser utilizada en el co-cultivo fue
de 2*10" células/mL. Este valor fue determinado mediante una relacion entre los valores
previamente medidos por Guo et al., (2012) para esta OD. Después de 48h de co-cultivo a

temperatura ambiente empezaron a aparecer colonias en la membrana (Figura 15).

Figura 15 Traspaso de co-cultivo al medio de seleccion.
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4.8.  Seleccidn de los hongos transformados

El medio de seleccion YPS suplementado con los respectivos antibiéticos para la
seleccion de transformados no presentd crecimiento o formacién de colonias de las cuatro cepas

de hongos durante un periodo de cultivo de 15 dias a 20°C y 28°C.

A pesar de esto, se obtuvo otra especie de hongo transformado que no pertenecia a

ninguno de los hongos utilizados en este trabajo (Figura 16).

Figura 16 Hongo transformado (Penicillium sp.) bajo luz UV.

4.9. Eficiencia de transformacion de los hongos
La eficiencia de transformacion para cada una de las cuatro cepas de hongos fue nula, a
pesar de haber sido realizada bajo diferentes temperaturas (20 y 28 °C) de co-cultivo con la

intencion de aumentar la probabilidad de obtener transformados.
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CAPITULO V: DISCUSION

5.1. Caracterizacion macro y microscépica de los hongos.

Los hongos de los géeneros Dactylonectria e Ilyonectria utilizados en el presente trabajo
como candidatos a transformacion genética concordaron con la descripcion morfoldgica
reportada por Ferrer (2015) en la cual menciona que sus colonias presentan micelio algodonoso
de aspecto variable con tonalidades que van desde blanco, crema, amarillo, naranja hasta

marron. Los hongos fueron cultivados en medio sélido PDA (papa dextrosa agar).

Los hongos Dactylonectria e llyonectria estan caracterizados como géneros anamorfos
semejantes a Cylindrocarpon y estan directamente asociados como la causa de la enfermedad
del pie negro. Todavia no se ha encontrado reportes de que puedan llegar a ser patdgenos para
los humanos o animales, solo han sido descritos como patgenos de plantas lefiosas (Lombard,
Bezuidenhout, & Crous, 2013). La descripcion microscépica de los hongos indica la presencia
de clamidosporas con forma de un globo marrén, macro y microconidias de forma ovalada y

alargada llegando a presentar hasta septos, igual descripcion dada por Iturralde (2017).

5.2. Determinacién de la minima concentracién inhibitoria (MCI)

Para llegar a obtener un organismo modificado genéticamente es importante que se
cumplan algunas condiciones: primero, se debe tener un método de regeneracion que permita
volver a obtener el microorganismo a partir de una o pocas células; segundo, se debe poseer un
protocolo que ayude a la insercion de material genético foraneo en las células de interés; tercero,

el cual debe estar acompafiado de un sistema de seleccion eficiente para lograr diferenciar las



37
células que han sido transformadas o que contienen el o los genes de interés (Kairtz Hernandez-

Diaz et al., 2013).

Al momento de establecer una tecnologia que permita la transformacion genética es
recomendable desarrollar un método para seleccionar las células transformadas de las no
transformadas, ya que la probabilidad de obtener células transformadas sin la utilizacion de

marcadores de seleccion es baja (Chong-Pérez et al., 2008).

Al realizar una evaluacion de los cultivos se observo que, en un tiempo de cinco dias,
ninguno de los cultivos de hongos dio indicio de crecimiento a la concentracion de 30 y 50
pug/mL, por lo que se determiné la concentracion de 30 pg/mL como la MCI. Las
concentraciones de 5 y 15 pg/mL de higromicina permitieron el crecimiento de los hongos
silvestres (solo se disminuy0 su tasa de crecimiento) por lo que fueron descartadas para ser

utilizadas en el proceso de seleccién de los transformados.

El test de Kruskal-Wallis (p=0,05) realizado durante el primer y segundo dia de
crecimiento indicd que no existe diferencias en el crecimiento inicial en los cultivos de todos
los hongos, excepto para YPS con Higromisina B a 30 y 50 pg/mL donde no se tuvo crecimiento
de los hongos (Anexo 6 y 7). El test realizado durante el tercer, cuarto y quinto dia muestra un
valor p menor a 0,05 indicando que hay una diferencia en el crecimiento de los hongos para los
medios control, 5 y 15 pg/mL, debido a que cada género de hongo tiene su propia tasa de
crecimiento, y aunque sea similar durante los primeros dias la diferencia se puede calcular

realizando una toma de datos con el pasar del tiempo (Anexo 8, 9y 10).

Otros autores como Caasi et al., (2009) mencionan el uso de la concentracién de
higromicina B a 50 pg/mL para la selecciéon de transformados, incluso en otros estudios de

transformacion se ha llegado a utilizar concentraciones de 100 pg/mL como Groot et al., (1998).
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Aun asi, Michielse et al., (2008) indica que la concentracion del agente de seleccion debe ser

determinado empiricamente para cada una de las nuevas especies que se desea transformar.

5.3.  Caracterizacion macroscopica y microscopica de Agrobacterium tumefaciens

Las colonias de A. tumefaciens AGL1 que crecieron en medio AMM fueron de aspecto
cremoso y color blanco hueso, morfologia congruente con la descripcion de Alippi et al.,
(2011), quienes detallaron mas caracteristicas morfoldgicas de esta bacteria al ser cultivada en
distintos medios de cultivo con el objetivo de realizar un diagnostico de las cepas patogénicas.
Microscopicamente se confirmd que la cepa con la que se estaba trabajando era un bacilo Gram

negativo.

5.4.  Confirmacién de los genes de fluorescencia

La utilizacion de una colony - PCR es una técnica rapida utilizada regularmente para
determinar la presencia o ausencia de insertos de DNA en las construcciones de plasmidos de
cultivos celulares bacterianos, lineas celulares y cultivos de levaduras, debido a que a
temperaturas altas se produce la liberacion de los plasmidos de la célula (Walch, Knapp, Rainer,
& Peintner, 2016). Por eso esta técnica era conveniente usarla para realizar la confirmacion de

los genes de fluorescencia en los plasmidos dentro de la cepa de A. tumefaciens.

El resultado obtenido de la colony - PCR fue la amplificacion de las bandas de los
respectivos genes de fluorescencia, los cuales son utilizados como genes marcadores en
biologia molecular. Para GFP, la banda estimada fue alrededor de los 700 bp en la visualizacion
con el marcador molecular de 1kb, y el gen tdTomato presentd una banda aproximada a los

1400 bp identificadas visualmente, lo que concuerda con el tamafio del gen que tiene un tamafio
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de 1431 bp, por lo que se concluyo que los plasmidos en la bacteria de A. tumefaciens contienen

estos genes de interés para utilizarlos en el proceso de transformacion.

5.5. Transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens (AMT)

AMT ha sido utilizada ampliamente en los avances genéticos para la generacion de
librerias de diferentes cepas gracias al proceso aleatorio de insercion de genes que posee este
mecanismo, ademas se le ha dado usos alternativos a esta herramienta como es en la genética
reversa lo que ha implicado la generacion de mutantes con la supresion de genes y disrupciones,

0 habilitando genes funcionales para estudiar el rol que poseen (Idnurm et al., 2017).

Gracias al descubrimiento de disefio de vectores utilizados para la transformacion
genética en plantas mediante el uso de AMT, no solo se ha permitido la insercién de nuevos
genes y los elementos reguladores para que T-DNA pueda genera plantas de importancia
agrondmica, sino que también se ha llevado a areas como la micologia, en donde se ha
transformado algunos hongos como: Aspergillus niger, Fusarium venantum, Trichoderma
reesei, entre otros, e incluso hasta células humanas. Esto se ha realizado con la finalidad de
generar estudios moleculares como el marcaje de genes (Valderrama, Arango, & Afanador,

2005).

Para el desarrollo de AMT en este estudio se llevo a cabo una secuencia de pasos que
no dieron resultados favorables para la transformacion de los hongos de los géneros
Dactylonectria e llyonectria a pesar de que los protocolos se fueron corrigiendo
bibliograficamente. Segun Michielse et al., (2008), los principales factores por los que no se
pueden obtener celulas de hongo transformadas son la utilizacion de un material fungico

inaporpiado, una cepa de Agrobacterium tumefaciens inadecuada, el uso de membranas
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inadecuadas, un radio de mezcla desproporcionada entre el hongo y Agrobacterium, o

condiciones sub éptimas de co-cultivo.

Los hongos causantes del pie negro tienen un crecimiento lento en medio PDA de
alrededor de 25 dias para cubrir completamente la caja Petri de 90 mm de diametro (Ferrer,
Abad, & Armengol, 2015). Debido a que el protocolo de transformacion requeria la utilizacién
de cultivos jovenes en crecimiento activo se optd por utilizar material fngico de cinco dias de
crecimiento para emplearlo como material de entrada, lo cual no presento resultados favorables.
Otros autores, como Michielse et al., (2008); Nyilasi et al., (2005); y Caasi et al., (2009),
utilizaban crecimientos mas jovenes, de alrededor de cinco dias para el proceso de
transformacion, lo cual conllevo en este trabajo a la utilizacién de material de cinco dias para

la transformacion en el caso de micelio.

Michielse et al., (2008) describen en su publicacion un protocolo para la utilizacion de
esporas en el proceso de transformacién. Otros autores, como Li, Tang, Lin, & Cai (2017),
mencionan que el material para empezar la AMT puede ser protoplastos, esporas, micelio y
tejido del hongo. Por lo que también se realiz6 la extraccion de esporas del cultivo de los hongos
para agregar al método de transformacion a ser ejecutado. Para la obtencion de esporas se

utilizan cultivos de una a tres semanas de edad (Lombard, Bezuidenhout, & Crous, 2013).

El método de AMT puede ser utilizado con la generacion de protoplastos a partir de los
hongos como material inicial para comenzar el proceso de transformacion, esto se ha realizado
en estudios de Groot et al., (1998); Nyilasi et al., (2008); sin embargo, como menciona ldnurm
et al., (2017), una de la ventajas que tiene el método de AMT es que se puede eliminar la
necesidad de remover la pared celular para la obtencion de protoplastos, ademas de que la
obtencion de protoplastos es un método que ya ha sido establecido especificamente para

determinadas especies. Para otras especies, no han sido ain ampliamente estudiadas a
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profundidad como el caso de los hongos de los géneros Dactylonectria e Ilyonectria y puede
convertirse en un proceso dificil y de éxito variable, ademas de que los hongos presentan una
gran variedad de paredes celulares y difieren en cada uno de los estadios del crecimiento y
desarrollo. Incluso este proceso no esta apoyado ya que existe un grado de dificultad al obtener

la enzima adecuada para degradar el tipo de pared celular segun sea el caso.

Durante el trabajo realizado se pudo notar una resistencia del hongo a la AMT que pudo
deberse al poco conocimiento de la estructura interna del micelio para estos géneros que no han
sido reportados todavia por otros autores, aunque Flores, Marek, Anderson, Mitchell, &
Walker, (2015) mencionan que una de las razones por las que sus hongos de estudio no pudieron
ser transformados fue debido a que el micelio de la especie era mas melanilizado que su control

positivo.

Caasi et al., (2009) realizo la transformacion exitosa del hongo con la cepa AGL1 de
Agrobacterium tumefaciens, al igual que Zhong et al., (2007) y Nyilasi et al., (2005). Lietal.,
(2017) menciona otro tipo de cepas que pueden ser mas eficientes dependiendo del hongo que
se quiera transformar, entre ellas, LBA1100 y EHA105 que podrian ser modificadas y utilizadas

para la transformacion de los géneros de hongos objeto de este estudio.

Michielse et al., (2008) menciona que el uso de membranas puede ser un factor
importante a la hora de obtener transformados y sugiere otros tipos como: papel filtro, hojas de
celofan o filtros PVDF. Sin embargo, Groot et al., (1998) que han utilizado membranas de
nitrocelulosa, como se ha empleado en este estudio, no mencionan el efecto de este u otro
material en la eficiencia de transformacion, es decir que estos materiales solo sirven de soporte

para co-cultivar y luego poder realizar la seleccion de las células transformadas.
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Practicamente la AMT es ejecutada en la fase de co-cultivo del hongo con el
Agrobacterium que contiene un plasmido Ti modificado con los genes de interés. La mayoria
de los protocolos difieren poco entre una y otra especie de hongos, aunque si se quiere llegar a
obtener una transformacion exitosa, se necesita de la optimizacion de varios factores como la
calidad y la cantidad del in6culo del hongo o incluso la duracion y temperatura del co-cultivo
(Papp et al., 2010). En la AMT es muy importante llegar a un balance entre el crecimiento de
la bacteria y el hongo; por lo tanto, las condiciones de co-cultivo, especialemente la duracién y

la temperatura son importantes.

Las condiciones aplicadas para el co-cultivo en este estudio fueron a temperatura
ambiente y a 20°C aproximadamente, teniendo una duracion de dos a cuatro dias, hasta apreciar
colonias para realizar la transferencia de los cultivos. Ninguna tuvo éxito. Michielse et al.,
(2008) menciona que este paso es muy critico ya que el nimero de transformados depende de
esta fase, y expresa que las temperaturas van desde los 20 a 28°C y los periodos de incubacién
son entre 16 y 96 h. Aln asi, las temperaturas mas bajas son beneficiosas para que A.

tumefaciens pueda transferir su T-DNA.

Otro factor importante que afecta directamente es la adicion de Acetosyringona durante
el periodo de co-cultivo, debido a que este compuesto fendlico es el inductor de los genes de
virulencia de Agrobacterium, necesarios para la transferencia de T-DNA. Los estudios de
Hooykaas & Beijersbergen (1994) corroboran la importancia de este compuesto para el proceso
de transferencia y ademas indican el mecanismo de activacion de los genes que interviene en el

procesos de transformacion.

Los hongos transformados con los genes de fluorescencia han sido ampliamente
estudiados para el entendimiento de enfermedades vegetales como menciona Caasi et al.,

(2009) debido a que permiten la visualizacion directa de la infeccion in situ de la planta, con la
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utilizacion de las proteinas fluorescentes como GFP como el reportero méas frecuente al
momento de observar patdgenos en plantas. Este podria facilitar las investigaciones citoldgicas

durante el desarrollo, patogenicidad y progresion de las enfermedades vegetales.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

La minima concentracion inhibitoria de los géneros Dactylonectria e Ilyonectria es

30pg/mL de higromicina B referente para futuras investigaciones en transformacion.

Dactylonectria e llyonectria presentaron resistencia (100%) a la transformacion

mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Se comprobd que el método de transformacion ejecutado funciond, ya que se transformé

Penicillium sp. paralelamente al trabajo.

Se rechazo la hipétesis planteada durante la ejecucién de este trabajo

El tercer objetivo no pudo ser completado por ser dependiente del segundo
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

Utilizar cepas diferentes de Agrobacterium tumefacies para volver a ensayar el proceso

de transformacion de los hongos por AMT.

Controlar los tiempos y temperaturas de co-cultivo al momento de realizar un proceso
de transformacion mediado por Agrobacterium ya que es un paso critico muy importante de

sobrellevar en el ensayo.

Utilizar una especie cercana a los hongos utilizados en este estudio que ya haya sido
reportada como transformada para optar por la opcion de convertirla en un control positivo para
el proceso de AMT, ademéas de utilizar mayor numero de hongos pertenecientes a

Cylindrocarpon para aumentar las probabilidades de obtener transformados.
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