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RESUMEN

Se obtuvieron mutantes del hongo filamentoso Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
produciendo una delecién en el gen parp con el gen hph el cual introduce una resistencia a la
higromicina. El gen parp codifica para la proteina poli ADP-ribosil polimerasa (PARP), enzima
implicada en las una de las vias de reparacion del DNA Para lograr esto se obtuvieron mediante
PCR los fragmentos de aproximadamente 1500 pb (Fly F2) del extremos 5’ y 3° que
flanqueaban el ORF del gen parp utilizando oligonucle6tidos especificos para cada uno de éstos.
Por otra parte se amplifico el gen hph; el fragmento F1-Hyg-F2 se obtuvo mediante la técnica de
PCR de doble fusion. Dicho fragmento se utilizé para la transformacion de protoplastos de este
hongo. Mediante este método se obtuvieron colonias que crecieron en medio con higromicina, lo
cual indic6 que el fragmento F1-Hyg-F2 se integré en el DNA obteniendo mutantes Aparp de F.
oxysporum.

INTRODUCCION
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici es un hongo fitopatdgeno causal de la enfermedad
denominada marchitez vascular de la plantula del tomate. Este hongo se caracteriza por producir
tres tipos de esporas asexuales: las microconidias, macroconidias y clamidosporas, estas ultimas
tienen paredes muy gruesas, lo cual las hace muy resistentes a condiciones ambientales
desfavorables y a la ausencia de un huésped (Agrios, 1988). Las plantas responden a la invasion
del hongo produciendo substancias que dafian el DNA del hongo y de esta manera inhibiendo su
crecimiento. En organismos eucariotes se ha descrito un mecanismo involucrado en la reparacion
del DNA denominado poli ADP-ribosilacion a nivel postraduccional de histonas y otras proteinas
nucleares que contribuyen a la supervivencia de células dafiadas en donde las proteinas PARP
(poli ADP-ribosil polimerasa) y PARG (poli ADP-ribosil glicohidrolasa) estan involucradas en
los eventos de sefializacion temprana desencadenados en respuesta al dafio del DNA (Schreiber y
col., 2003).

En este trabajo nos dimos a la tarea de obtener mutantes en el gen parp de F. oxysporum.
Para lograr este objetivo se obtuvieron por PCR, cada uno de los fragmentos de 1490 pb, F1
(extremo 57) y F2 (extremo 3") del gen parp y un fragmento de 1500 pb conteniendo el gen hph
que confiere resistencia a la higromicina. Estos tres fragmento se unieron mediante el uso de la
técnica de PCR de doble fusion en la cual se realizan dos rondas de amplificacion para conseguir
que los fragmentos junto con el gen hph se amplifiquen, teniendo asi un gran fragmento que
interrumpira el gen parp, produciendo el fragmento parp::hph. Dicho fragmento se utilizara para
transformar protoplastos del hongo y para posteriormente obtener células transformantes
resistentes a la higromicina. Para el evento de transformacion es necesario que las células del
hongo sean mas permeables para permitir la entrada de los fragmentos, esto se hace mediante la
digestion de la pared celular por un mecanismo enzimatico obteniendo asi los protoplastos.

EXPERIMENTAL



Crecimiento del hongo para obtencion de conidias y micelio. Se inocularon 100 ul del stock
de esporas resuspendidas en glicerol al 30 % (v/v) y mantenidas a -70°C en aproximadamente
100 mL de medio PDB, se incubaron de 3 a 5 dias a 28°C, y con una agitacion rotatoria de 170
rpm. Posteriormente, el medio de cultivo se filtro y el filtrado obtenido se centrifugd durante 10
min a 10,560 xg a 17,600 xg. Se desecho el sobrenadante y el precipitado se disolvi6é en 10-15
mL en agua estéril y se centrifugd. Se lavo tres veces con agua estéril. Se resuspendié la pastilla
en 5 mL de agua estéril y se realiz6 el conteo de las esporas en camara de Neubauer. Se
inocularon 5x10° esporas/mL en el medio de cultivo (PDB), se incub6 12 horas a 28°C. El
micelio se colecto filtrando el medio de cultivo con tela de nylon y se congelé en nitrogeno
liqguido guardandose a -70°C.

Extraccion de DNA gendémico de Fusarium oxysporum. El micelio se machac6 en nitrogeno
liquido con la ayuda de un mortero. Aproximadamente 0.5 mL (polvo). Se afiadieron 400 pL de
amortiguador de extraccion (0.4 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8, 2 mM EDTA, pH 8). Se le
agregaron 80 uL SDS al 10% + 8 uL de proteinasa K 20 mg/mL y se incubo por 1 h a 60° C,
posteriormente se le agregd 320 uL 5 M NaCl. Se centrifugd por 30 minutos a 10000 rpm. El
sobrenadante se vertiéo en un tubo nuevo. Se le adicionaron 0.6 volumenes isopropanol y se
incub6 por 20 minutos en hielo. Se centrifugd por 30 minutos a 10000 rpm. Se lav6 2 veces con
etanol al 70%. Se centrifug6 por 5 minutos y se dejé secar. EI DNA se resuspendio en 30 uL de
agua mQ + RNAsa (1 — 2 puL y se dejé incubar por 10 minutos a 37° C) y realiz6 una
electroforesis en agarosa para ver su calidad y si no estaba hidrolizado se almacené a -80°C hasta
Su uso.

PCR de doble fusion. Este método es una variante de la PCR convencional (Szewczyk y col.,
2007), comprende dos rondas de amplificacién con distintos pares de oligonucledtidos en cada
una con el fin de aumentar la sensibilidad de amplificacion; primero se realiza una amplificacion
con los fragmentos externos (F1- y -F2) y posteriormente se amplifica un fragmento de DNA mas
extenso que contiene el segmento diana (F1-Hyg y Hyg-F2). Después con el producto de
amplificacion se realiza una segunda PCR con los indicadores internos para la amplificacién de
una regién especifica (F1-Hyg-F2) (ver figura 1). Cabe mencionar que los fragmentos ya
estaban hechos al momento de mi llegada a la estancia (cortesia de Liz Elba Ferrel Cano) y
fueron utilizados posteriormente para el evento de transformacion de los protoplastos. Sin
embargo, a lo largo del proyecto realizamos varios eventos de fusion con el fin de encontrar
mejores condiciones y mayor cantidad de éste.

Obtencion de protoplastos. Para la obtencion de protoplastos se obtienen conidias como se
menciond antes y enseguida éstas son contadas en la camara de neubauer; se inoculan 2x10°
conididas en 200 mL de PDB y el medio se incub6 a 28° C durante 12 a 14 h con una agitacion
rotatoria de 170 rpm. Las germinulas obtenidas se incubaron con una enzima glicohidrolitica
(glucanasa) que digirio la pared celular de éstas; los protoplastos formados se observan al
microscopio para corroborar su formacion; posteriormente los protoplastos se filtran, se lavan por
centrifugacion y se almacenan a -80°C hasta su uso.

Transformacion de Fusarium oxysporum. Para la transformacion de los protoplastos se
hicieron una serie de 4 controles (protoplastos) y una serie de 4 transformantes (protoplastos +
DNA trasnformante) segun el protocolo que se muestra en la Figura 2.
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Figura 1.- Reacciones que se llevan a cabo en la PCR de doble fusion
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Figura 2.- Diagrama de las series de controles y transformantes* de Fusarium oxysporum
*A las 4 cajas de transformantes y a la caja de control de antibiético se les agreg6 66 pg de Hyg

B en 3 mL de top agar.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Extraccién de DNA gendmico de Fusarium oxysporum. Como puede verse en la Figura 3 el
DNA gendmico obtenido (carriles 1 y 2) aparece como una sola banda de mayor peso molecular
que los marcadores, lo cual indica que es de muy buena calidad.

Figura 3.- DNA gendmico obtenido del micelio de F. oxysporum. EI DNA gendmico obtenido se
se sometid a electroforesis en un gel de agarosa al 1 % . En el gel se aplicaron 4 pL de muestra
del DNA genoémico y 1 uL de buffer de carga (carriles 1 y 2) y Marcadores de tamafio de DNA
de 1 kpb (carril M).

PCR de doble fusién. Como se muestra en la Figura 4 los fragmentos amplificados de F1 y F2
presentan un tamario esperado de 1490 pb y el de la higromicina de 1500 pb,. Al realizar la PCR
de fusion de estos fragmentos debemos obtener uno de un tamafio 4480 pb ~ 4500 pb, tal como se
muestra en la Figura 5.
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Figura 4.- Amplificacion Fragmentos F1, hph 'y F2 Figura 5.- Amplificacion de la fusion (F1-hph-F2)

Obtencion de protoplastos Fusarium oxysporum. Como se describio en la parte experimental
de germinulas de 12 h de crecimiento en 200 mL de medio PDB se obtuvieron 2.375 X 10’



protoplastos.los cuales se repartieron en 2 tubos eppendorf teniendo asi una concentracion de
1.1875 X 10 protoplastos en cada tubo. Estos se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Transformacion de Fusarium oxysporum. Como puede verse en la Figura 6 (que es una de las
cuatro cajas de transformantes) hay colonias que crecieron en el medio con higromicina
confirmando que se obtuvieron mutantes parp::hyg de Fusarium oxysporum.

Figura 6.- Mutantes parp::hyg obtenidas de Fusarium oxysporum.
CONCLUSIONES

Se obtuvieron colonias transformantes aisladas de Fusarium oxysporum que crecieron en el
medio con higromicina que deben llevar la mutacién parp::hyg. A estas mutantes falta
comprobar si la integracion parp::hyg fue homologa o ectépica pues el que haya crecido en el
medio con higromicina no quiere decir que haya una delecion en el gen parp, que en Fusarium la
integracion homologa no es del 100%.

También quedaria por averiguar si aumentando la concentracion de higromicina a 100
ug/mL, las mutantes contintan creciendo confirmando que las colonias que tenemos no hayan
crecido solo por la baja concentracion de higromicina afiadida (66 pg).
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