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RESUMEN

Los miembros del género Tulasnella, orden Cantharellales (Filum Basidiomycota) son
considerados importantes sapotréfos y micobiontes formadores de micorrizas de orquideas.
Estos hongos por su elevada variabilidad morfol6gica y molecular han sido estudiados en busca
de umbrales adecuados que permitan la correcta definicion de especies. Para dar un aporte
molecular a esta probleméatica de variabilidad se realizé un andlisis de varios genes ADNnr,
ADNmt y RPB2 a nivel intra e inter-especies desde cultivos de Tulasnella. Se analizaron 191
secuencias, en las cuales observamos los porcentajes de variacion intra e inter-especies,
permitiendo proponer los umbrales de 0,8% para ADNnr-LSU parcial, 3% para RPB2. En
ADNmMmt-SL parcial con 0% de variabilidad no permitié determinar dicho umbral.

Estos umbrales fueron contrastados para los clados formados en las diferentes filogenias de los
tres genes dejando una congruencia en las especies “Tulasnella asymmetrica”, T. asymmetrica,
T. cf. pinicola, T. eichleriana y T. violea ya predefinidas con la regién ITS-5.8S en una

investigacion previa.

Nuestros analisis sugieren al marcador RPB2 como buen candidato para la definicién de

especies molecularmente en Tulasnella previo un nuevo re analisis.

Palabras claves: Tulasnella, ADNnr. ADNmt, RPB2, “Barcode gap”.



ABSTRACT

The members of genusTulasnella spp. order Cantharellales (Phylum Basidiomycota) are
considered important mycobionts forming orchid mycorrhizae. These fungi due to the high
morphological and molecular variability are studied searching to appropriate thresholds
necessary to correct species definition. In order to contribute to solve the problem of variability,
an analysis was realized with three genes DNAnr, DNAmMt and RPB2 from culture of Tulasnella

spp. at intra-species and inter-specific levels.

Sequences 191 (on total) were analyzed in this study, observing the higher intra-specific
variation and the minimal inter-specific variation. We propose some thresholds for each gene:
0.8% for DNANr-LSU partial, 3% for RPB2. For DNAmt-SL partial with 0% of the intra-specific

variation was not possible determine a threshold.

These thresholds to the three genes were compared and contrasted with the clades formed in
the different phylogenies showing a congruence in the results for the following species
"Tulasnella asymmetrica" T. asymmetrica, T. cf. pinicola, T. eichleriana and T. violea which were

predefined in a previous investigation applying the region ITS-5.8S.

Our analyses suggest that the marker RPB2 could be a good candidate to find a threshold to

define species molecularly in Tulasnella previous a new reanalysis.

Keywords: Tulasnella, DNAnr. DNAmt, RPB2, "Barcode gap".



INTRODUCCION

La clasificacion taxondmica de los seres vivos esta conformada por cinco reinos, Animalia-
Animales, Plantae-Plantas, Fungi-Hongos, Protista-Protozoos y el actualmente obsoleto reino
Monera-Arqueas y Bacterias, estos fueron propuestos por el ecoélogo vegetal, algélogo y
botanico Whittaker (1969). Se considera al reino de los hongos como mucho més diverso que el
reino de las plantas y animales, incluyendo siete Filos (Basidiomycota; Blastocladiomycota;
Ascomycota; Glomeromycota; Chytridiomycota; Neocallimastigomycota y Microsporidia).

El Filum Basidiomycota contiene dentro de su grupo hongos que cumplen roles ecoldgicos de
vital importancia para mantener el equilibrio de los ecosistemas, como por ejemplo, especies de
hongos dentro del género Tulasnella—Cantharellales (Moncalvo et al., 2006). Esté género es
importante por incluir especies de caracter, saprétrofo como descomponedores de madera, asi
como importantes micobiontes de orquideas formando micorrizas de orquideas y asociaciones
con hepéticas (Cruz et al., 2011; Kottke et al., 2003; 2010; Suérez et al., 2006).

Sin embargo estudios previos del género Tulasnella ponen en evidencia las dificultades para la
delimitacion de especies, principalmente debido a su elevada tasa de variabilidad morfoldgica y
molecular (Cruz et al., 2014; Cruz et al., 2011; Moncalvo et al., 2006). Varios estudios en la
actualidad buscan entender dicha variabilidad genética aplicando analisis moleculares y
correlacionando con datos morfologicos (Cruz et al.,, 2014; Pereira et al.,, 2014). Algunos
estudios proponen la region ITS-5.8S de ADN nuclear ribosomal (ADNnr) como el marcador
universal para hongos (Schoch et al., 2012).

Sin embargo aun se deja abierta la discusion en el uso de esta region para la definicién de
especies en varios grupos de hongos incluido el género Tulasnella. Cruz et al. (2011 y 2014)
identifico variaciones genéticas entre individuos de una misma mofo-especie inferiores al 4%
desde fructificaciones de Tulasnella spp. para el gen de ADNnr ITS-5.8S.Dada la importancia de
esté grupo como saprotrofo y micobionte de diferentes organismos, esté estudio pretende
analizar la variacion genética y la determinacién del llamado “Barcode gap” evaluando la

variabilidad intra-especie e inter-especies desde cultivos puros de Tulasnella spp.

Tres genes, secuencia parcial de ADN nuclear ribosomal subunidad larga (ADNnr-LSU parcial),

secuencia parcial de ADN mitocondrial subunidad larga (ADNmt-SL parcial) y parte de la



segunda subunidad grande de la ARN polimerasa (RPB2) se aplicaran para ser contrastados
con los resultados obtenidos para el gen ADNnr ITS-5.8S por Cruz et al. (2014).
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1.1. Tulasnellaceae- Cantharellales

Morfolégicamente los miembros de la familia Tulasnellaceae se caracterizan por un Unico y
distintivo tipo de basidio u holobasidio (Figural). Esterigmas globosas o hinchadas
(Alexopoulos et al., 1996; Weiss & Begerowd, 2004; Wells & Bandoni, 2001). Hifas claras, bi o
multinucleadas, con o sin conexiones por fibulas. Las septas poseen doliporos y parentosomas
imperforados con margenes recurvados. Las basidioesporas son de multiples formas,
redondas, fusiformes, espiraloides y alantoides, por lo general son lisas y su germinacién puede
ser formando ballistosporas o esporas secundarias por repeticion, por lo que se los clasificd
tradicionalmente dentro de los “Heterobasidiomycetes” (Cruz et al., 2011; Roberts, 1999; Suarez
et al., 2006; Warcup & Talbot, 1966, 1967, 1971, 1980; Wells & Bandoni, 2001).

Tres géneros actualmente son reconocidos: Tulasnella syn. Gloeotulasnella (Tulasnelloid
basidia y miembros con cistidias); Pseudotulasnella (Tulasnelloid basidia parcialmente septada),
y Stilbotulasnella (Tulasnelloid basidia con formacién anelidic blastoconidias) (Weiss &
Begerowd, 2004).

Figura 1. Morfologia tipica de un basidio,
esterigmas y esporas lisas en Tulasnellaceae.
Fuente: Alexopoulos et al., 1996.

Cerca de 54 especies de Tulasnellaceae son mencionadas por Kirk et al. (2008). Las especies
de Tulasnella més conocidas son muy distribuidas y registradas principalmente en muchos
paises del hemisferio norte, asi como en Australia. Sin embargo Tulasnella ha sido poco
estudiada en América del Sur (Cruz et al., 2011, 2014; Greslebin & Rajchenberg, 2001).
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Las especies de Tulasnella pueden encontrarse en forma natural o artificial en sus estados
holomérficos (sexual o asexual), o fructificando en su forma teleomorfica (sexual) como
descomponedores. Asi mismo es muy comuin que los aislamientos en cultivos solamente

generen estados anamorficos (asexual) (Pereira et al., 2014).

Debido a la dificultad de generar los estados teleomoérficos desde cultivos el género Tulasnella
fue clasificado dentro del grupo artificial denominado Forma-Rhizoctonia (Roberts, 1999). Esta
clasificacion es muy discutida y confusa ya que incluye varios géneros con estado teleomérfico
diferente (Tabla 1). Tulasnella spp. en su forma asexual principalmente se caracterizan por
generar hifas monilioides, totalmente septadas, y compartimentos elipsoides (Pereira et al.,
2014; Roberts, 1999) estas hifas pueden ser heterocaridticas (dos o mas nucleos
genéticamente diferentes) o homocariéticas (nucleos genéticamente idénticos) (Roberts, 1999).

Varios miembros de esté grupo Forma-Rhizoctonia incluyen los estados anamodrficos y
telomorficos de varios géneros, como se detallan en la Tabla 1. (Roberts, 1999; Sharma et al.,
2003).

Tabla 1. Correspondencia entre estados Anamorfo y Teleomorfo
de algunos miembros del grupo Forma-Rhizoctonia.

Anamorfo (Grupo Telomorfo

Forma- Rhizoctonia)

Epulorhiza Tulasnella o
Sebacina

Ceratorhiza Ceratobasidium

Monoliopsis Thanatephorus o
Waitea

Fuente: Sharma et al., 2003.

1.1.2. Importancia de Tulasnella como micobionte

El género Tulasnella y al igual que otros basidiomycetes han sido reportados formando
endomicorrizas principalmente en orquideas, ectomicorrizas y asociaciones con hepaticas
(Smith & Read, 2008). Siendo conocidos principalmente por ser indispensables en la

germinacion y establecimiento de semillas de orquideas, sean estas epifitas o terrestres (Kottke
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et al., 2013; Suérez et al., 2006). Estas interacciones simbiéticas brindan un intercambio
mutualista donde el hongo comparte nutrientes y minerales a cambio de azlcares (Sharma et
al., 2003; Suéarez et al., 2006) demostrandose asi la importancia de estos organismos en
diversos ecosistemas (Suarez et al., 2008).

1.1.3. Tulasnellay su sistematica dentro de Cantharellales.

Los Cantharellales son un orden de hongos en la clase Agaricomycetes con diferentes
configuraciones morfolégicas como por ejemplo, rebozuelos (Cantharellaceae), en forma de
dientes (Hydnaceae), clavarioides (Aphelariaceae y Clavulinaceae) vy corticioides
(Botryobasidiaceae). El orden histéricamente fue propuesto en 1926 por el mic6logo aleman
Ernst Albert Gaumann para incluir tres familias: Cantharellaceae (incluyendo el Hydnaceae),
Clavulinaceae y Exobasidiaceae (Hawksworth, 1995).

Actualmente los andlisis moleculares utilizando secuencias de ADN, ha permitido redefinir el
orden Cantharellales, incluyendo nuevas familias, como por ejemplo hongos corticioides
“heterobasidiomycetes” (Ceratobasidiaceae y Tulasnellaceae) y otros clavaroides como
(Clavulinaceae), asi este orden contiene 7 familias, 38 géneros y 544 especies (Kirk et al.,
2008).

Dentro de la familia Tulasnellaceae se encuentra el género Tulasnella uno de los hongos
micobiontes mas comunes de orquideas (Kottke et al., 2010; Suarez et al., 2006). Segun los
resultados de analisis multigénico (Figura 2) realizados por Moncalvo et al. (2006), Tulasnella
muestran una ambigledad de localizacion dentro de Cantharellales. Esto sugiere que
Tulasnella deberia ser segregado de Cantharelalles y por ende generar un grupo hermano

denominado “Tulasnelalles” (Matheny et al., 2007).
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Fuente: Moncalvo et al., 2006.
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1.2. Marcadores moleculares

Existen diversos marcadores moleculares aplicados en estudios bioldgicos, ecoldgicos y
principalmente de diversidad, que permiten analizar genes especificos de interés. El gen de
ADN nuclear ribosomal ITS-5.8S es el marcador genético mas frecuentemente secuenciado en
hongos y es utilizado en general para analisis filogenéticos (en el caso de 5.8S) e identificacion
a nivel de especie (Begerow et al., 2010). Esté gen es considerado como el marcador universal

para estudios de diversidad en hongos (Schoch et al., 2012).

No obstante, el uso de un solo marcador o la aplicacion de umbrales genéticos como por
ejemplo el 3% de diferencia genética en la regién ITS-5.8S aplicada para hongos (Nilsson et al.,
2008) puede presentar limitaciones. Muchos grupos de hongos pueden presentar diferentes
niveles de variabilidad intra-especies, inter-especies e inclusive intra-individuo, lo cual puede
generar una sobre estimacion o subestimacion de la diversidad de especies dentro de un

ecosistema (Rodriguez et al., 2003).

1.2.1. ADN nuclear ribosomal en el estudio de Tulasnella spp.

El grupo de genes en el ADN nuclear ribosomal (ADNnr) se considera que son altamente
conservados entre los organismos eucaridticos y normalmente se emplean como marcadores
moleculares (Pfenning & Abreu, 2000). EI ADNnr consiste en repeticiones en tandem de
secuencias compuestas por la regidn NTS (Espaciador No Transcripcional), la regién ETS
(Espaciador Externo Transcripcional), la subunidad 18S o SSU, (Subunidad Pequefia), la regién
ITS1 (Espaciador Interno Transcripcional), la subunidad 5.8S, la regién ITS2 y la subunidad 28S
0 LSU (Subunidad Grande) (Sonnenberg et al., 2007).

El ADNnr posee una tasa de evolucion lo suficientemente significativa como para llevar a cabo
comparaciones a nivel de taxa. Tiene regiones muy conservadas como la subunidad 18S o SSU
en eucariotas (Figura 3) que provee informacion muy general y a la vez posee regiones que
varian dentro de un mismo género como ITS-5.8S, por lo que también provee informacion muy

especifica (Bruns et al., 1991).



|NTs| |NTS|

| ETS | 18s 28S | ETS |

l/ ITI '\l

ITS1 5.8 ITS2

Figura 3. Diagrama de las regiones que conforman el ADNnr y su ubicacién
para las repeticiones en tandem.

Fuente: Binder & Hibbett, 2003.

En estudios recientes de miembros de género Tulasnella y otros hongos Cantharelloides se han
reportado una tasa excepcionalmente alta de variabilidad molecular en diferentes genes de
ADNNr y en especial para la region ITS-5.8S (Moncalvo et al., 2006). Dicha variabilidad genera
dificultades en alineamientos de secuencias (Suarez et al., 2006; Shefferson et al., 2007; Taylor
& McCormick 2008; Nontachaiyapoom et al., 2010) y puede afectar en la delimitacién vy

aplicacion de umbrales universales para definir especies.

No obstante en un estudio realizado por Cruz et al. (2011, 2014) a partir de basidiomas y
cultivos de Tulasnella spp. de Ecuador y Alemania, se encontraron diferencias proporcionales
de variabilidad intra-especie menores al 4% y variaciones inter-especies superiores al 9% para
esté region ITS-5.8S. Esto deja la posibilidad de definir un umbral en el rango del 3% y 5% para
delimitacion de especies en Tulasnella como lo ya discutido y aplicado por otros autores
(Girlanda et al., 2011; Jacquemyn et al., 2010; Martos et al., 2012).

1.2.2. ADN mitocondrial en el estudio de Tulasnella spp.

El ADN mitocondrial (ADNmt) tiene un tamafo de 15 a 17kb aproximadamente, variando su
tamafio entre diferentes especies (Brown et al., 1979). Es una molécula circular, helicoidal, con
doble hebra, y super condensada (Schwartz & Vissing, 2002) con diferencias en animales,
hongos y plantas. EI ADNmt en animales es codificante en toda su extensién para algun
producto (Figura 4) mientras que el ADNmt de hongos y plantas contienen varios espaciadores

(intrones) que no codifican para ningan producto (Pakendorf, 2005).



Las moléculas de ADN de los cloroplastos y mitocondrias son especialmente importantes para
trazar historias geogréficas y de estructura poblacional estrechamente relacionada porque son
de herencia uniparental y no se recombinan (Dirienzo & Wilson, 1991).

Los genomas de ADNmt en hongos han sido menos estudiadas que en los animales y plantas,
sin embargo, tienen un gran potencial para indagar en la evolucion de los genomas de las
organelas. La caracteristica mas evidente es que, si bien el contenido de genes se conserva en
gran parte, el orden de los genes es muy variable, tanto “entre” como “dentro” de los principales

filos de hongos (Aguileta et al., 2014).

Una diferencia entre los dos mas grandes Filos de hongos, Ascomycota y Basidiomycota, es
gue en la mayoria de los ascomicetos sus genes son normalmente codificados en la misma
cadena de ADNmt, mientras que en basidiomicetos pueden ser codificados en ambas hebras de
ADNmt (Aguileta et al., 2014). Otra caracteristica notable es que, aunque los hongos son un
linaje mas estrechamente aliado con los animales, el ADNmt en estos organismos muestran
sefales de recombinacion, una caracteristica que es mas similar al ADNmt de plantas. (Lang et
al., 2007).

El ADNmt se ha utilizado para estudiar la evolucidon de hongos y sefial filogenética (Cedergren &
Lang, 1985).

MLIN3 MLS

target area

0.1 kb

Figura 4. Diagrama de la subunidad larga de ADNmt y ubicacion de primers mas conocidos.

Fuente: Binder & Hibbett, 2003.



1.2.3. RPB2 en el estudio de Tulasnella spp.

Otro marcador importante en el estudio de hongos es el ARN polimerasa (RPB) una enzima que
cataliza la transcripcion del ADN en los eucariotas. Esta enzima cuenta con 10 a 12
subunidades caracterizadas por su funcién desempefiada en el proceso de transcripcion
(Brandon, 2006). La segunda subunidad méas grande es la RPB2 que mantiene contacto con el
sitio activo de la enzima entre la plantilla de ADN y el ARN mensajero recién sintetizado y es por

esto su importancia al momento de la transcripcién (Malkus et al., 2006)

La regién RPB2 entre dominios 6 y 7 (Figura 5) al ser mas variable, se ha demostrado como la
mas adecuada para la determinacién de especies a nivel molecular. Esta regién incluso es mas
variable que el espaciador interno trascripcional (ITS) de rapida evolucion, en los hongos como
Cortinarius (Frgslev et al., 2005). RPB2 se lo ha utilizado también en estudios filogénicos de
Ascomycetos y Basydiomycetos (Matheny et al., 2007), aplicable incluso para definir la relacién

evolutiva que existe entre Cantharellales y Tulasnella (Moncalvo et al., 2006).

700 bp
b3.1F fSF b6F b6.9F ¢7F bl0F
e > —_— —_— ey —
H“
mt 1 mt 2 fSR nt3 b6R2 p7R It 4 B7.IRbS2R b10.9R blIRI gl1bR
g6R b7R2

Figura 5. Diagrama general de las subregiones de RPB2 y ubicacion de los cebadores mas
frecuentemente utilizados.

Fuente: Brandon, 2006.



1.3. Técnicas y analisis moleculares

1.3.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La identificacion por PCR es un método para obtener multiples copias de fragmentos de ADN,
utilizando una enzima polimerasa estable al calor. Ciclos de calentamiento y enfriamiento son
necesarios para seccionar y separar, sucesivamente las hebras de ADN (Figura 6). Este
método utiliza los fragmentos obtenidos como plantillas para la formacion de un nuevo ADN
copia (Carranza, 2006). La PCR es una de las técnicas mas comunmente usada para estudios

de caracterizacion de organismos como por ejemplo los hongos (Bruns et al., 2004).
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Figura 6. Esquema general del proceso de PCR en la ampliacién de ADN.

Fuente: New England Biolabs (2014).

1.3.2. Cloning molecular.

La clonacién puede definirse como el proceso por cual se consiguen copias idénticas ya sea de

una molécula, célula o de un organismo (Ramirez, 2010). En el caso mas especifico la

clonacion molecular se basa en el uso de moléculas de ADN recombinante que son introducidas

en un organismo huésped donde se replica idénticamente. La clonacion molecular incluye

principalmente dos componentes: a) el fragmento de ADN de interés para ser replicado y b) un

esqueleto vector o plasmido que contiene todos los componentes para la replicacion en el
9



huésped (Saverio, 2000). Ademas el proceso de clonacion molecular consta de los siguientes
pasos detallados (Figura 7). El cloning molecular es una técnica que se puede utilizar en
estudios de diversidad de organismos, asi mismo en estudios de identificacion de variabilidad
genética dentro de un organismo. Por ejemplo ha sido utilizado en estudios de hongos como el
género Tulasnella, analizando la variabilidad intra e inter-especie (Cruz et al., 2011).

Molecular Cloning

Construction of -
a chimera ' O + I

Vector DMNA fragment I

Transport into
Ly o —
[eTes,

Multiplication *

P
~ O
Division of host cell O C4>

Cell divisions L, P
resulting in a clone - S

Figura 7. Esquema general del proceso de clonacion molecular.

Fuente: New England Biolabs (2014).

1.3.3. Secuenciacion tradicional por el método Sanger y Maxam-Gilbert.

Las técnicas de secuenciacion empleadas actualmente de forma rutinaria estan basadas en
metodologias publicadas en la década de los 70, conocidos como el método de Sanger y el de
Maxam—Gilbert, siendo el primero el mas popular. Ambos se basan en la generacion de una
poblacion de moléculas marcadas radiactivamente, que representan todos los tamafios y

combinaciones de nucledétidos posibles (Campion & Canul, 2004).

El procedimiento Sanger emplea una ADN polimerasa que copia la cadena molde a ADN de
cadena sencilla (ssADN) en presencia de una mezcla de reaccidbn que contiene los cuatro
desoxinucleosidos trifosfato (ANTP) y una pequefia cantidad de un didesoxinucledsido trifosfato

(ddNTP), que es un analogo del primero. Se llevan a cabo cuatro reacciones en paralelo, cada
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una de las cuales contiene un ddNTP ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP, respectivamente
(Dorado, 2007).

La ADN polimerasa es capaz de incorporar el analogo en la cadena que se sintetiza, pero
como éste carece de extremo 3'-OH, dicha enzima es incapaz de unirse al siguiente nucle6tido
y por consiguiente se “termina” la reaccion. Es por ello que esta técnica recibe también el
nombre de terminacion de didesoxidos y los ddNTPs suelen denominarse “terminadores”
(Dorado, 2007).

1.3.4. Secuenciacién de nueva generacion (NGS).

La Secuenciacion de nueva generacion aparece cerca de 30 afios después del método de
Sanger, involucrando varias técnicas (Tabla 2). La principal caracteristica de estas nuevas
metodologias es la posibilidad de secuenciado masivo, sin el uso de dideoxinucleotidos
terminadores. Esto significa que el nUmero de secuencias obtenidas durante una corrida supera
muchas veces el maximo de 96 secuencias por corrida (Greif, 2012). Esto se logra, en uno de
los métodos disponibles, mediante la ruptura de todo el genoma “shotgun” generando trozos
pequefios "short reads”, que son luego son ligados a las pequefias piezas de ADN (Zhanga et
al., 2011).

Tabla 2. Informacion sobre algunas tecnologias de secuenciacion masiva en el mercado o por de salir.

Plataforma Tecnologia Longitud de lectura | Afo
Solid (Applied Biosystem) Ligacion 50 bases 2007
Genetic Analysis System | True Single Molecular | 25 a 55 bases 2008
(helicos) Sequencing

SMRT (Pacif Biosciences) | Single Molecule Real time >1000 bases ND
lon Torrent Micro pHimetros > 200 bases 2011
Oxfor Nanopore Label free, electrical ND ND

Fuente: Greif, 2012

Estos nuevos métodos de secuenciacion masiva no ofrecen lecturas tan largas como el método
clasico de Sanger, aunque en pocos afios se ha mejorado sustancialmente el largo de las
secuencias obtenidas y en algunos casos alcanzan longitudes comparables a Sanger (Tabla 2)
(Greif, 2012).
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Estos resultados de secuencias cortas muchas veces no pueden ser interpretados o montados
con precision en cualquier ADN de referencia, esto es debido a que algunos "short reads” son
demasiado cortos y puede coincidir con muchas regiones diferentes del genoma (Zhanga et al.,
2011).

1.3.5. Andlisis filogenético molecular usando el método de Maximun likelihood.

La taxonomia tradicional inicialmente usaba datos morfoldgicos obtenidos mediante la medicion
y cuantificacion de las propiedades fenotipicas de los organismos representativos (Mount,
2004). Mientras que actualmente se utiliza el analisis comparativo de datos a partir de
secuencias para la reconstruccion y generar hipétesis sobre la historia evolutiva de las especies
(Tamura et al., 2011) .

En andlisis de filogenia el método de Maximum likelihood (ML) emplea modelos probabilisticos
para seleccionar el mejor arbol, aguel que tenga la méas alta probabilidad (verosimilitud) de
reflejar el proceso evolutivo mas cercano a lo real. El ML es un método exhaustivo que busca
todas las posibles topologias y considera cada posicion de los nucleétidos y no solo los sitios

informativos dentro de un alineamiento (Andreatta & Ribeiro, 2002).

Es considerado un método rapido para generar clados (agrupacion de los datos) con un alto
grado de confiablidad (Valcarcel, 2010).
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2.1. Recoleccién de muestras.

El ADN de cultivos puros de Tulasnella spp. fueron proporcionados desde el trabajo de Cruz et
al. (2011) y extraidos con el kit DNeasy Plant Mini Kit extraccion (Qiagen), segun las
indicaciones del fabricante (Girlanda et al., 2011). Se utilizaron siete cultivos puros de
Tulasnella spp. los cuales tienen diferentes origenes detallados a continuacion:

e Aislados desde fructificaciones colectadas por (D. Cruz) Alemania: DC292 (T.
violea), DC309 (T. cf. pinicola) y préstamo desde la Universidad de Tubingen-
Alemania: FO 24382 (Tulasnella sp.), y FO 35532.

o Aislados desde raices de orquideas de Australia y disponibles a través de la
Universidad de Tibingen-Alemania: 4306 (Tulasnella asymmetrica MAFF 305808),
4304 (Tulasnella asymmetrica Warcup &Talbot MAFF 305806), y 4303 (T. sp).

2.2. Primers o cebadores empleados en el estudio.

Se seleccionaron varios pares de primers tanto universales para eucariotas como especificos

para Tulasnella enlistados a continuacion:

Tabla 3. Lista de Primers para ADN nuclear ribosomal

NOMBRE: SECUENCIA: FUENTE:

5.8S Tul-F 5-TCATTC GATGAAGACCGTTGC-3’; Suarez 2006
NL4-R 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’; White et al. 1990
ITS1-F 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’; White et al. 1990
TW14-R 5-GCTATCCTGAGGGAAACTTC-3’; Cullings 1994
ITS4 Tul-R 5-CCG CCAGATTCACACATTGA-3'; Taylor 1997
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Tabla 4. Lista de primers para ADN mitocondrial

NOMBRE: SECUENCIA: FUENTE:
MLINS-F 5-CGACACAGGTTCGTAGGTAG-3’ Bruns et al., 1998
CML 7.5-R 3’-CCGC CCCAGTCAAACTGCC-5’ Bruns et al., 1998

Tabla 5. Lista de primers para RPB2

NOMBRE:

5-GAYGAYM GWGATCAYTTYGG-3’;

RPB2-5F

SECUENCIA:

FUENTE:

Liu et al., 1999

RPB2-7.1R

5-CCCATRGCYTGTTMCC CATDGC-3’;

Matheny 2005

2.3. PCRYy electroforesis.

Las condiciones de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) constaron de 30 ciclos
empezando con una desnaturalizacion inicial a 98°C por 30 segundos; seguido de cada ciclo
que consiste de un paso de desnaturalizacion a 98°C por 10 segundos; anillamiento desde 40°C
hasta 62°C dependiendo de la combinacion de primers por 20 segundos y extensiéon a 72°C
durante 30 segundos; finalizando la PCR con una extensién final a 72°C por 10 min. Se utilizé
la polimerasa de alta fidelidad Tag Phusion® (Finnzymes) ya sea en Master Mix o aplicando el
buffer 5X HF Reaction Buffer (Finnzmes) (Carranza, 2006). El volumen final de reaccién de la

PCR fue optimizado a 20ul, detallado en las siguientes tablas.

Tabla 6. Componentes del mix usando Taq Phusion®

Master Mix (Finnzymes)

COMPONENTES

X1

Taq Phusion® Master Mix

(Finnzymes

10

Agua desionizada (ddH.0)

6,4 pl

Primers-F (25pm/ pl)

0,4 pl

Primers-R (25pm/ pul)

0,4 ul

15




BSA 10% 0,8 pl
Producto de cultivo de 2 pl

Tulasnella

TOTAL 20 pl

Elaboracién: Zambrano, V (2014).

Tabla 7. Componentes del mix usando Taq Phusion®

Master Mix (Finnzymes)

COMPONENTES X1

Agua desionizada (ddH20) 11l
5X HF Phusion® HF Reaction 4 pl

Buffer (Finnzmes)

Primers-F (25pm/ pl) 0,8 pul
Primers-R (25pm/ pl) 0,8 pl
DNTP Mix (Invitrogen) (10mM) 0,4 pl
Taq Phusion ® (Invitrogen) 0,2 pl
BSA 10% 0,8 ul
Producto de cultivo de Tulasnella 2 pl

TOTAL 20 pl

Elaboracién: Zambrano, V (2014).

2.4. Cloning molecular.

del mix para optimizacién de reactivos:

16

Los resultados de la PCR fueron evaluados por electroforesis en gel de UltraPure™ Agarosa
(Invitrogen) al 1% (agar en solucién 1X de Gel Red (Biotium), como lo dice el procedimiento del
fabricante). Se tomd 2.5 yl de producto de PCR mas 1.5 pl de azul de bromofenol y se corrié
frente a 1.5 ul de marcador de peso molecular 1Kb (Tracklt™ 100bp DNA Ladder de Invitrogen)
en buffer de corrida TBE 1X (Trisborato, EDTA). Las condiciones de corrida de electroforesis
son: 128 V, 300 mA durante 20 minutos. El gel se revelara en el equipo KODAC EDAS 290.

Los mejores productos con las bandas més claras observados en la foto de la PCR se
seleccionaran para la realizacion del cloning con Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit

(Invitrogen) (Kottke et al., 2010) segun las normas de manufactura y la siguiente modificacion




¢ Solucion Salina (Invitrogen): 0,33 pl
e Vector PCR ® Blunt Il TOPO® (Invitrogen): 0,33 ul

e Producto de PCR :1,33 pl

Para el proceso de check-cloning (PCR con 5x Green GoTaq® Reaction Buffer de Promega y
primers M13F y M13R) se seleccionaron 15 colonias. De las 15 colonias chequeadas se toman
10 positivas con al ADN inserto y se incuban toda la noche en medio liquido Difco™ LB Broth
MILLER mas kanamicina. La purificacion del vector y recuperaciéon del ADN inserto se lo
efectta con el Kit S.N.A.P (Invitrogen) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Todos

los productos se enviaron a secuenciar a la empresa Macrogen (Seoul Korea).

2.5. Edicion y andlisis filogenético de las secuencias obtenidas.

Para las secuencias obtenidas de los diferentes genes, se revisa los cromatogramas,
elaboracion de consensos y comparacion en BLAST (Altschul et al., 1997) con el programa
Codon Code Aligner V.4.2.4. Los alineamientos de las diferentes secuencias se efectuaron con
el programa MAFFT V. 6.6.2 (Katoh et al., 2002) siguiendo la recomendacion de Cruz et al.
(2011, 2014). Los alineamientos fueron también revisados visualmente en busca de

incongruencias especialmente en las colas.

Se efectud un arbol preliminar Neighbor-Joining (NJ) en el programa (MEGA v5) para todos los
alineamientos de los diferentes genes con el fin de definir los grupos correspondientes a
especies determinadas desde los cultivos puros, segun los analisis de la regiéon ITS-5.8S por
Cruz et al. (2014). Esto nos permitié efectuar y evaluar las diferencias proporcionales entre las
secuencias en base a las matrices de distancia (Pairwise Differences) por el método “partial
delection” y “complete delection” (Tamura et al., 2011) en busqueda de las maximas variaciones
intra-especies para proponer umbrales (Schloss et al., 2011). Ademas se buscé el denominado
“Barcode gap” el cual es estimado entre la maxima variacion intra-espices (MVIE) y la minima

variacion inter-especies (LVIE) y corroborar nuestros umbrales (Meier et al., 2008).

De los diferentes grupos o clados formados en la filogenia preliminar se seleccion6 una
secuencia referente para la busqueda de las secuencias mas cercanas en las bases de datos

del BLAST (Sonnenberg et al., 2007). Una vez obtenidas las secuencias mas relacionadas a
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nuestras secuencias desde las bases de datos se desarrollé una nueva filogenia con analisis

Maximun likelihood empleado el software MEGA v5, bajo los siguientes pardmetros.

e 1000 bootstrap (BS) replicates (Felsenstein, 1985).
e General time reversible model.

e Gama distributed within variant sites.

Los valores de los porcentajes de diferencias proporcionales obtenidos a partir de las
secuencias correspondientes para cada especies segun Cruz et al. (2014) también se

emplearon para contrastar con la formacion de los diferentes clados en la filogenia.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
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3.1. Muestreo y secuenciacion.

Se obtuvieron un total de 236 secuencias que luego de ser revisadas y editadas finalmente nos
guedamos con 191 secuencias correspondientes: 72 para ADNnr, 82 para ADNmt y 37
secuencias para RPB2 (Tabla 8). Asumimos que los errores en estas 45 secuencias pueden ser
errores en la secuenciacion (dobles picos o picos muy pequefios) errores de PCR, o errores
durante el cloning (por ejemplo, falta de insercion de ADN al vector) segin ya se menciona por
Lou et al. (2013). Sin embargo, los errores en secuenciacion de nuestras muestras no superan
el 20% del total secuenciado. No obstante esté porcentaje afecté en el niUmero de clones
obtenidos para cada muestra, siendo estas un nimero menor a 12 clones en algunos casos, lo

cual es lo recomendado por Bower et al. (2005).

Los errores pueden interferir en la interpretacion de resultados (Meacham et al., 2011), sin
embargo hemos tratado de reducir el nimero de errores, y eliminar secuencias de mala calidad,
bajo busqueda de quimeras mediante BLAST, o analisis detenido de los alineamientos para que

nuestros resultados sean lo mas confiables.

Tabla 8. NUmero de secuencias obtenidas desde cultivos de Tulasnella spp.

NUmero de Namero de NUmero de

Cultivos Clasificacién secuencias secuencias secuencias
ADNnNr ADNmMt RPB2

4308 5 5 -
448 “T. asymmetrica” 12 6 -
4307 ’ 7 6 -
4306 8 12 -
DC309 T. cf. pinicola 9 12 2
F035532 13 6 8
4304 T. asymmetrica-tipo 12 12 3
24462a T. eichleriana 3 6 10
243800a T violea - 6 7
DC292 ' 3 11 7
Total de secuencias: 72 82 37

Elaboracion: Zambrano, V (2014).

3.2. Porcentajes de similitud intra e inter-especies.

Del calculo de porcentajes mediante las matrices de distancias (Pairwise differences)

estimadas para secuencias de nucle6tidos (Saitou & Nei 1987; Jones et al 1992; Tamura & Nei
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1993; Tamura et al., 2004.), con la opcion “complete delection” obtuvimos los porcentajes de

maxima variacion intra-especifica (MVIE) hasta 0,62% y la minima variacion inter-especies

(LVIE) de 6,82% para ADNnr-LSU parcial. En el ADNmt-SL parcial en cambio obtuvimos un
0% de MVIE y 1,23% de LVIE. Para RPB2 la MVIE fue de 1.31% y la LVIE fue de
21,91%(Tabla 9).

Tabla 9. Porcentajes de variacion intra y entre-especies calculados con la opcién “Complete delection”

(MEGA v5).
Grupos Variacion Variacion L
basados . L, : L, Variacion L,
intra- Variacion | intra- Variacion | . Variacion
en ITS- . e ., . . . . intra- .
58S Cultivos | Clasificacion | especies inter- _ especies inter- _ especies inter- _
) ADNnNr-LSU especies ADNmt- especies especies
(Cruz et arcial SL parcial RPB2
al, 2014) P P
4308
448 “T.
- 0, 0, -
4307 asymmetrica” 0,31-0,62% 0%
" 4306
DC309 -
0, 0, 0,
F035532 T. pinicola 0% 6,82%- 0% 1,23%- 0,99% 21,91%-
T 53,37% 15,45% 42,03%
4304 L 0-0,31% 0% 1,31%
asymmetrica
24462a T. eichleriana 0% 0% 0%
v 243800a . 0,32%-
0, 0, '
DC292 T. violea 0% 0% 2 68%
Media de variacion intra-especies: X de ADNnr-LSU parcial 0,08% ; X de ADNmt-SL parcial 0 %; X de RPB2

0,67%

Elaboracion: Zambrano, V (2014).

Del célculo de porcentajes mediante las matrices de distancias (Pairwise Differences) con la

opcion “partial delection” se obtuvo 0,57% de MVIE y 6,16% de LVIE para ADNnr-LSU parcial;
0,75% de MVIE y 2,31 de LVIE para ADNmt-SL parcial, y 1,59% de MVIE y 22,13% de LVIE
para RPB2 (Tabla 10).
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Tabla 10. Porcentajes de variacion intra e inter-especies calculados con la opcion “partial delection”
(MEGA V5).

Grupos L L
Variacion Variacion L
basados : L : L Variacion o
intra- Variacion | intra- Variacion | . Variacion
en ITS- . . - . . . . intra- .
Cultivos | Clasificacion | especies inter- especies | inter- , inter-
5.8S . : especies .
ADNrn-LSU especies | ADNmt- especies especies
(Cruz et arcial SL parcial RPB2
al, 2014) P P
4308
448 “T. 0,19%-
0/ - 0, ! -
4307 asymmetrica” 0,25%-0,57% 0,75%
4306
. DE309 T. cf. pinicola 9 0.16- 9
F035532 | P 0,25%-0,26% | ©:16%- 0% 2312531 | 147% | 2213%-
55.28% ' ' 44%
T.
4304 .
asymmetrica | 0,26%-0,27% 0% 1,29%
244622 | T. eichleriana 0% 0% 0%
v 243800a . 0,16-
DC292 T. violea 0% 0% 1,59%
Media de variacién intra-especies: X de ADNnr-LSU parcial 0,07% ; X de ADNmt-SL parcial 0,02 %; X de RPB2

0,54%

Elaboracion: Zambrano, V (2014).

La diferencia de porcentajes de variacion desde los dos andlisis (complete y partial delection)
para evaluar la variacion intra e inter-especies es minima (Tabla 9 y 10). La opcién “complete
deletion” elimina todos aquellos sitios que tienen faltantes o lagunas de alineaciéon antes que
comience el analisis de datos y la opcion “partial delection” elimina los gaps durante el analisis
de los datos segun surja la necesidad. Esta opcion “partial delection” es relevante si el nimero
de nucledtidos implicados en un faltante es pequefio y si los faltantes se distribuyen mas o
menos al azar (Tamura et al., 2011). Por tal razon, debido a que durante la alineacién las
secuencias presentaron ciertas delecciones o inserciones al azar que pueden servir para la
identificacion de especies estrechamente relacionadas (Hao et al., 2012) consideramos que la
opcién “partial delection” es la mas adecuada para el andlisis de nuestros datos. Tomando en
cuenta lo mencionado anteriormente nosotros proponemos los siguientes umbrales: ADNnr-LSU
parcial 0,8%, ADNmt-SL parcial 0% y para RPB2 3% para nuestros datos. Asi mismo estos
umbrales seran contrastados con el calculo del denominado “Barcode gap” (Meyer & Paulay,

2005). Dichos umbrales seran discutidos detalladamente méas adelante.
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3.3. Analisis de Filogenias

Los analisis para los tres genes ADNnr-LSU parcial, ADNmt-SL parcial, y RPB2 nos permite
distinguir dos grupos; los cuales los vamos a denominar 1ll y IV ya que corresponden a los ya
expuestos para la region ITS-5.8S por Cruz et al. (2014).

El grupo Il estd conformado por secuencias correspondientes a las especies “Tulasnella

asymmetrica”, Tulasnella cf. pinicola y Tulasnella asymmetrica (Figura 8) .

El clado “T. asymmetrica” soportado con un 97% y 56% para los genes ADNnr-LSU y ADNmt se
lo considera un clado distante con diferencias mayores al 16% en ADNnr y 3% en ADNmt del
clado T. asymmetrica. Dicho clado es considerado como el correcto para T. asymmetrica ya que
contiene la secuencia obtenida desde el cultivo puro 085 (MAFF 305806) aislado desde raices
de orquidias terrestres (Australia) y considerado como el material tipo por Warcup & Talbot

(1967). De igual forma corroborado por Cruz et al. (2014) usando informacién de ITS-5.8S.
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Figura 8. Arbol filogenético inferido desde Maximun likelihood para la region LSU parcial de ADNnr.
Valores de bootstrap mostrados para los diferentes clados son superiores al 74%. El arbol se encuentra
enraizado en punto medio. El programa fue MEGA v5. Las secuencias nuestras son clonales desde cinco

especies de Tulasnella mas las secuencias cercanas obtenidas desde la base de datos del GenBank.

b

Desafortunadamente no se pudieron obtener secuencias de RPB2 para “T. asymmetrica
(Figura 9) nosotros atribuimos principalmente a que el ADN pudo estar degradado y en poca
concentracion debido a que este fue extraido hace dos afios y no se contd con cultivos para
realizar una nueva extraccion. Ademas suponemos que los primers universales utilizados no
amplifican para esta especie de Tulasnella aunque esto seria una probabilidad muy baja puesto

que si se amplificaron las otras especies de Tulasnella.
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Figura 9. Arbol filogenético inferido desde Maximun likelihood para la region RPB2 de Polimerasa.
Valores de bootstrap mostrados para los diferentes clados son superiores al 56%. El arbol se encuentra
enraizado en punto medio..El programa fue MEGA v5. Las secuencias nuestras son clonales desde cinco
especies de Tulasnella mas las secuencias cercanas obtenidas desde la base de datos del GenBAnNk.

El clado conformado por secuencias nombradas como Tulasnella cf. pinicola se encuentra
soportado por 97/-/87% para cada gen (ADNnr, ADNmt, RPB2). En esta filogenia podemos
observar que tanto en ADNnr y RPB2 el clado correspondiente para Tulasnella cf. pinicola son
notablemente diferentes con 5/23% de secuencias para “T. pruinosa strain DAOM 1764”. Sin
embargo, este clado para Tulasnella cf. pinicola en ADNmt (Figura 10) se agrupa con
secuencias de T. pruinosa aisladas desde la misma cepa. No obstante al analizar las
secuencias visualmente se observan diferencias que fueron corroboradas con las matrices de
distancias (Pairwise Differences) con la opcion “partial delection” donde obtuvimos 0,63% vy

1,26% de diferencias frente a nuestras secuencias.

Dentro del grupo IV encontramos dos clados formados por las especies de T. eichleriana con un
soporte 86/ 77 y 98% para cada gen ADNnr, ADNmt, RPB2 y T. violea con los siguientes
soportes 77/ 99/ 99.

En las filogenia de ADNmt en el clado conformado por las secuencias T. eichleriana existe la
presencia de las secuencias “T. violea strain KC851” junto con “T. eichleriana strain KC852
AY373292” descargadas del GenBank usado la herramienta BLAST. Consideramos que la
secuencia de “T. violea strain KC851” ha sido identificada de forma erronea puesto que
presenta 100% de similitud tanto para nuestras secuencias como para la secuencia “T.
eichleriana strain KC852 AY373292” aislada por McCormick (2004). Esto ya fue discutido por
Sharon et al. (2008) y reanalizado por Cruz et al. (2014), en concordancia con nuestros

resultados.
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Figura 10. Arbol filogenético inferido desde Maximun likelihood para la region SL parcial de ADNmt.
Valores de bootstrap mostrados para los diferentes clados son superiores al 87%. El arbol se encuentra
enraizado en punto medio..El programa fue MEGA v5. Las secuencias nuestras son clonales desde cinco
especies de Tulasnella mas las secuencias cercanas obtenidas desde la base de datos del GenBank.

Se han propuesto umbrales para cada gen que nos ayuden a delimitar especies moleculares o
también llamadas especies filogenéticas. Para ADNnr-LSU parcial se propone un umbral de
0,8% esto contrastando con la presencia de otros umbrales definidos para ITS-5.8S por ejemplo
McCormick et al. (2006) sugirieron un umbral de 2% para separar cultivos puros aislados de
Tulasnella. Nilsson et al. (2008) sugirio en cambio 3% de umbral, mientras que Cruz et al.,
(2014) propone de 3-5% para la definicién de las unidades taxondmicas operacionales (OTUS)
en Tulasnella. Sin embargo nosotros proponemos un umbral de 0.8% para LSU debido a que es
una region mucho mas conservada que ITS-5.8S. Este porcentaje al ser contrastado con la
regla 10X propuesta por Heber et al., (2004) donde multiplicamos el porcentaje de la media
intra-especifica (Tabla 9) por 10 nos da el mismo resultado. Ademas que al comprobar con las

filogenias realizadas observamos que este umbral resulta Gtil para separar especies.

Para ADNmt-SL parcial no se pudo proponer un umbral puesto que en todas las secuencias
obtenidas para cada especie se observé el 0% de diferencias intra-especifica, frente a la minima
variacion inter-especies que fue de 1.23%. Esta variacion al ser practicamente nula en nuestras
secuencias no nos permite sugerir o proponer un umbral para delimitar las especies en
Tulasnella. Mas bien estd6 nos da un indicio que el marcador ADNmt no es un buen candidato
para definir umbrales y buscar el denominado “Barcode gap”. Segun Meyer & Paulay (2005)
explica que cuando la distancia entre la méxima variacion intra-especie y la minima variacion
inter-especie es muy baja o corta se puede solapar facilmente estos niveles de divisién, y que

estd seria mas notorio cuando el set de secuencia a analizar es mas grande.

Para RPB2 se propuso un umbral de 3% basados en la maxima variacion intra-especies que fue
de 2.6% para “T. asymmetrica “. El umbral propuesto fue comparado nuevamente con el valor
obtenido por medio de la regla de 10X (Heber et al., 2004) el cual fue 6,7%. Esto quiere decir
gue nuestro umbral del 3% es adecuado e inclusive inferior a lo obtenido po la regla 10X
demostrando que RPB2 podria ser un buen candidato para la busqueda del denominado

“Barcode gap” ya que el espacio obtenido entre la maxima variacion intra-especies (2,6%) y la
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minima variacion inter-especies (21,91%) es bastate amplio. Segin Meyer & Paulay (2005)

mientras el “Barcode gap” sea mas amplio es mucho mas util para delimitar especies.
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CONCLUSIONES
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Los genes ADNnNr-LSU parcial, y RPB2 fueron mas informativos y permiten mejores
resoluciones filogenéticas, asi como porcentajes de variabilidad para los especimenes
estudiados de Tulasnella spp. Estos genes podrian ser una opcién alternativa a ITS-5.8S

considerado el marcador universal para hongos

El ADNmt-SL parcial mostré una baja variabilidad imposibilitando la definicién de umbrales, por

lo que no se considera un buen marcador para la identificacion de especies en Tulasnella.

Para nuestro set de secuencias, debido a la variabilidad de los alineamientos de Tulasnella
spp., concluimos que la opcion “partial delection” es la mas adecuada para analizar los

porcentajes de diferencias.

La taxonomia integrativa molécular, mas datos morfolégicos u otras evidencias son la mejor via

para delimitar especies en cualquier grupo taxonémico.
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