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Resumen

Trichoderma es un género de hongos filamentosos con creciente interés biotecnolégico
debido a su uso como agente de biocontrol, productor de enzimas y promotor del
crecimiento vegetal. Aunque muchas especies son consideradas asexuales, se han
identificado formas sexuales en especies relacionadas clasificadas en el género
Hypocrea, lo que sugiere la posible existencia de genes sexuales en Trichoderma. El
locus MAT, responsable de la determinacion del tipo sexual en hongos ascomicetes, ha
sido poco explorado en especies como Trichoderma koningiopsis. En este estudio se
investigd su presencia mediante andlisis gendmicos in silico, utilizando datos de
secuenciacion generados por tecnologia Illumina a partir de una cepa fangica nativa de
interés biotecnologico. Se buscaron genes del locus MAT (MAT1-1-1, MAT1-2-1,
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MAT1-1-2, MAT1-1-3) y genes flanqueantes (SLA2 y APN2). La deteccion de estos
genes permitiria inferir capacidad reproductiva sexual latente, con posibles aplicaciones
en el mejoramiento genético. Sin embargo, no se detecto la presencia de los genes MAT,
lo que sugiere que T. koningiopsis es probablemente una especie exclusivamente
asexual. En consecuencia, futuras estrategias de mejoramiento genético deberan basarse
en métodos alternativos como ingenieria genética, mutagénesis o seleccion de variantes
naturales.
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Abstract

Genomic analysis of the MAT locus in Trichoderma koningiopsis: implications for

sexual reproductive capacity

Trichoderma is a genus of filamentous fungi with increasing biotechnological relevance
due to its applications as a biocontrol agent, enzyme producer, and plant growth
promoter. Although many Trichoderma species are considered asexual, the discovery of
sexual forms in closely related species within the genus Hypocrea suggests the potential
presence of sexual reproduction genes. Among them, the MAT (mating-type) locus
plays a key role in determining sexual identity in ascomycetous fungi. However, its
presence remains unexplored in species such as Trichoderma koningiopsis. In this
study, we conducted an in silico genomic analysis to investigate the presence of MAT
locus genes in T. koningiopsis, using Illumina-generated sequencing data from native
fungal strain of biotechnological interest. We searched for MAT1-1-1, MAT1-2-1,
MAT1-1-2, MAT1-1-3, as well as the flanking genes SLA2 and APN2. The absence of
MAT genes in our dataset suggests that T. koningiopsis is likely an obligate asexual
species. This finding has direct implications for genetic improvement strategies, which
should focus on alternative approaches such as mutagenesis, genetic engineering, or
selection of naturally occurring variants.
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INTRODUCCION

Los hongos del género Trichoderma son organismos filamentosos ampliamente
reconocidos por su importancia biotecnoldgica, especialmente por su efectividad como
agentes de biocontrol, productores de enzimas lignoceluloliticas e inductores de
resistencia sistémica en plantas (Druzhinina et al., 2012; Kubicek et al., 2019; Amerio et
al., 2020). El éxito de Trichoderma como agente de biocontrol radica en su habilidad
para competir por espacio y nutrientes, asi como en la produccion de metabolitos
secundarios y enzimas hidroliticas que degradan las paredes celulares de fitopatégenos
(Schmoll et al., 2016; Kumari et al., 2024; Evren et al., 2025).

La mayoria de las especies de Trichoderma han sido clasificadas como
asexuales. Sin embargo, investigaciones recientes han identificado formas sexuales en
especies filogenéticamente cercanas, agrupadas en el género Hypocrea, lo que sugiere la
posible presencia de genes sexuales conservados en Trichoderma (Kubicek et al., 2019).
Esta hipdtesis ha impulsado el interés por explorar la base genética de la reproduccion
en estas especies, especialmente en aquellas de interés biotecnolégico.

En este contexto, el locus MAT (Mating Type Locus) es el principal
determinante de la sexualidad en hongos. Este locus codifica factores de transcripcion
que regulan la compatibilidad sexual y, por ende, la posibilidad de reproduccion sexual
fangica. Los genes tipicos del locus MAT incluyen MAT1-1-1, MAT1-2-1, MAT1-1-2 y
MAT1-1-3, asi como los genes flanqueantes conservados conocidos como SLA2 y APN2
(Schmoll et al., 2016; Pdggeler et al., 2018; Kubicek et al., 2019). La identificacion de
estos genes en el genoma de Trichoderma permitiria inferir la existencia de una
capacidad reproductiva sexual latente, lo cual tendria implicancias directas en el disefio
de estrategias de mejoramiento genético (Seidl et al., 2009).

La gendmica de hongos esta en plena expansion gracias a tecnologias de
secuenciacion masiva (NGS), que desentrafian la diversidad genética, la arquitectura
cromosomica y fendmenos evolutivos como duplicacion de genes y transferencia
horizontal (Neu et al., 2017; Castrillo et al., 2017). Estos avances permiten descubrir

redes metabdlicas, vias de patogenicidad y mecanismos de adaptacion, aunque persiste
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un reto importante: una gran proporcion de genes aun carece de funcion asignada
(Castrillo et al., 2017; Bielecka et al., 2022).

La disponibilidad de tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, como
Illumina, ha facilitado el acceso a informacién genomica detallada, permitiendo la
busqueda exhaustiva de genes de interés mediante analisis in silico. Estos enfoques han
revolucionado el estudio de la genética de hongos, brindando herramientas precisas para
la identificacion y caracterizacion de loci especificos (Nafea et al., 2024).

En el género Trichoderma, varios genomas estan disponibles en bases de datos
publicas; estudios comparativos revelan agrupaciones génicas o clusters para la
biosintesis de metabolitos secundarios, genes implicados en la interaccion ambiental y
sefiales de comunicacion con otros organismos (Kubicek et al., 2019; Litkenhaus et al.,
2019). Asimismo, se evidencia que el locus MAT en T. reesei codifica ambos
idiomorfos (MAT1-1y MAT1-2) (Kubicek et al., 2019).

A pesar de que muchas especies de Trichoderma se consideran asexuales, se
observan estadios sexuales en especies relacionadas dentro del género Hypocrea, lo que
sugiere la posible existencia de reproduccion sexual criptica (Seidl et al., 2009). El locus
MAT, conformado por los idiomorfos MAT1-1 y MAT1-2, codifica factores de
transcripcion determinantes del tipo sexual en ascomicetes, y suele estar flanqueado por
genes como APN2 y SLA2, cuya conservacion facilita su identificacién (Poggeler et
al., 2018).

Para T. koningiopsis, ya se dispone de un ensamblaje genémico nuclear de
~36,6 Mbp y un mitogenoma circular de 27.560 pb obtenido por tecnologia Illumina
(Castrillo et al., 2017; Castrillo et al., 2023). Sin embargo, en el caso de T. koningiopsis,
una especie con alto potencial biotecnolégico y aplicaciones en el control de
fitopatdgenos, la presencia y organizacion del locus MAT no ha sido caracterizada aun.
El anélisis genético o gendmico de este locus permitiria no solo esclarecer aspectos
fundamentales de la biologia reproductiva de la especie, sino también orientar el
desarrollo de nuevas estrategias de mejoramiento genetico, tanto convencionales como
biotecnoldgicas. La deteccion del locus MAT permitiria confirmar un potencial sexual
criptico, habilitando estrategias de mejoramiento genético mediante cruzamientos

dirigidos.
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El objetivo de este trabajo fue evaluar, mediante herramientas gendémicas in
silico, la presencia y organizacion del locus MAT y sus genes asociados en el genoma de
una cepa nativa de T. koningiopsis, con el fin de inferir su capacidad de reproduccion
sexual y establecer las bases para el desarrollo de estrategias de mejoramiento genético

orientadas a aplicaciones biotecnologicas.

MATERIALES Y METODOS

Prospeccion y caracterizacion del locus MAT y sus genes asociados relacionados a la
capacidad sexual en hongos

Se seleccionaron datos gendémicos (tecnologia NGS Illumina Truseq) de una
cepa de T. koningiopsis (LBM 116 - POS7) de interés biotecnoldgico con antecedentes
de eficacia en biocontrol de fitopatdgenos y secrecion de enzimas, perteneciente al
cepario del Instituto de Biotecnologia Molecular de Misiones (Castrillo, 2015; Castrillo
et al., 2017). Se realizO una prospeccion integral (busqueda, localizacién y
caracterizacion) de los genes de interés en el genoma de T. koningiopsis LBM 116
(POS7) utilizando como datos crudos las 9.483.872 lecturas o secuencias cortas del
genoma de este hongo (Nro. de acceso Genbank MRBDO00000000.1, Nro. de
Bioproyecto PRINA356137). Las lecturas o secuencias cortas fueron sometidas a
control de calidad con herramientas como FastQC (Andrews, 2010) y Trimmomatic
(Bolger et al., 2014), eliminando lecturas de baja calidad y adaptadores.

Para la busqueda de genes del locus MAT (MAT1-1-1, MAT1-2-1, MAT1-1-2,
MAT1-1-3) y genes flanqueantes (SLA2, APN2), primeramente, se realizaron blsquedas
BLASTN en la base de datos del NCBI de secuencias de referencia (Tabla 1). La
busqueda y localizacién de genes de interés en el genoma de T. koningiopsis LBM 116
(POS7) se realizo de novo utilizando el programa bioinformatico Geneious 9.1.8
(Kearse et a, 2012). Los genes de T. koningiopsis LBM 116 (POS7) detectados fueron
corroborados por bdsquedas de similitud a través del motor BLAST en la base de datos
del NCBI (Altschul et al., 1990).

Tabla 1. Genes de referencia. Fuente Genbank.
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Locus N° de acceso Genbank

MAT1-1-1 FJ 599756, KY 624603, KY 624604

MAT1-2-1 KY 624604

MAT1-1-2 FJ 599756, KY 624603, KY 624604

MAT1-1-3 FJ 599756, KY 624603, KY 624603
SLA2 FJ 798800, MH401191, XM_014101264
APN2 CP 075864, OM362514

RESULTADOS

Luego del proceso de evaluacion vy filtrado de lecturas o secuencias cortas la
calidad de las lecturas permitio una busqueda exhaustiva de los genes del locus MAT y
sus regiones flanqueantes.

Aun utilizando 9.483.872 lecturas o secuencias cortas, a través de la estrategia
de mapeo por referencia y busqueda de novo, no se detectd la presencia de ninguno de
los genes MAT1-1-1, MAT1-2-1, MAT1-1-2 ni MAT1-1-3 en el genoma de T.
koningiopsis LBM 116 (POS7). Asimismo, no se identificaron secuencias con similitud
significativa a los dominios funcionales caracteristicos de estos genes.

Por otro lado, utilizando la misma estrategia de analisis gendmico comentada
mas arriba si se identificaron los genes flanqueantes SLA2 y APN2 en el genoma de T.
koningiopsis LBM 116 (POS7), demostrando la conservacion de estos genes respecto a
las secuencias de referencia de otras especies fungicas. Para el gen SLA2 se detectd la
secuencia parcial, de aproximadamente 3145 pb con una cobertura maxima de 44X
(Figura la). Para el gen APN2 se detectd una secuencia de aproximadamente 3960 pb

con una cobertura méxima de 38X (Figura 1b).
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Figura 1. Mapeo por referencia de genes flanqueantes. a) Gen SLA2. b) Gen APN2.

El andlisis de busqueda por similitud en la base de datos del NCBI de los genes
flanqueantes confirmd su pertenencia al clado de Trichoderma, descartando posibles
errores de ensamblado.

Si bien se reconoce que basar un estudio gendmico en una Unica cepa conlleva
limitaciones, el genoma de T. koningiopsis POS7 fue previamente ensamblado con
aproximadamente 9,4 millones de lecturas Illumina y una cobertura adecuada,
resultando en un genoma de 36,6 Mpb que constituye una referencia confiable para la
busqueda de genes funcionales (Castrillo et al., 2017). En este contexto, los datos
obtenidos se consideran una base robusta para la exploracion in silico de los genes del
locus MAT en esta especie.

La ausencia del locus MAT en T. koningiopsis LBM 116 (POS7) sugiere que la
especie es exclusivamente asexual. Este hallazgo es consistente con la falta de reportes
de estructuras sexuales en la literatura y con la biologia reproductiva observada en
condiciones de laboratorio. Asimismo, numerosas especies de Trichoderma ya han sido
reportadas con ausencia de reproduccién sexual, como Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma parareesei, Trichoderma harzianum y Trichoderma afroharzianum, donde
estudios filogenéticos sugieren que la ganancia o pérdida de capacidad de reproduccion
sexual ha ocurrido numerosas veces en la evolucién del género Trichoderma
(Druzhinina et al., 2010; Druzhinina et al., 2012; Kubicek et al., 2019).

Estos resultados tienen importantes implicancias para el mejoramiento genético

de la especie, ya que descartan la posibilidad de utilizar cruzamientos sexuales
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convencionales para la generacion de nuevas variantes o la combinacion de rasgos de

interés biotecnoldgico.

DISCUSION

En este estudio no se detecta la presencia de genes del locus MAT en la cepa
Trichoderma koningiopsis LBM 116 (POS7), pese a una blsqueda exhaustiva con ~9,48
millones de lecturas cortas lllumina mediante mapeo y ensamblado de novo. Este
resultado representa un hallazgo relevante para la biotecnologia y el desarrollo de
agentes de biocontrol. Detectar la biologia reproductiva de una cepa fungica promisoria
tiene implicancias directas en estrategias de mejoramiento genético, y como
consecuencia se determind que no sera viable aplicar cruzamientos dirigidos entre
cepas.

La imposibilidad de realizar cruzamientos sexuales limita las estrategias de
mejoramiento genético a métodos alternativos como la ingenieria genética, la
mutagénesis aleatoria y la seleccion de variantes naturales. En ese sentido, el resultado
negativo de deteccidn in silico del locus MAT en el mejoramiento genético de cepas,
aporta informacion valiosa al evitar duplicacion de esfuerzos experimentales o dedicar
recursos a protocolos sexuales que probablemente no funcionen.

En este contexto, la exploracion de la variabilidad presente en poblaciones de
Trichoderma, especialmente en cepas nativas, se perfila como la alternativa mas
prometedora para optimizar el uso de T. koningiopsis (s6lo 0 en consorcio de cepas) en
programas de biocontrol y en la produccién de bioinsumos.

El analisis gendmico de una Unica cepa de T. koningiopsis LBM 116 (POS7)
ciertamente impone limites al alcance o extrapolacion de las conclusiones. Aungue su
genoma fue previamente ensamblado con alta cobertura y calidad y sirve como estandar
en la literatura (Castrillo et al., 2017), no hay garantia de que otras cepas de la misma
especie no porten versiones divergentes del locus MAT. Ademas, aunque algunos
trabajos han hallado baja divergencia molecular en ciertos marcadores en especies de
Trichoderma, en otros casos si se ha documentado una alta variabilidad intraespecifica
(Muthumeenakshi et al., 1994; EI-Komy et al., 2015)
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Merece la pena resaltar que, en Gltima instancia, ademas del locus MAT
relacionado a la reproduccion sexual en hongos, existen otros factores externos
igualmente involucrados en este proceso en algunas cepas fangicas, como la interaccion
entre cepas a través de comunicacion quimica por metabolitos secundarios, la luz
ambiental y el medio de cultivo (Dattenbdck et al., 2018).

Es importante considerar que la ausencia del locus MAT podria estar asociada a
una pérdida evolutiva, posiblemente relacionada con la adaptacion a nichos ecoldgicos
especificos donde la reproduccion asexual podria haberle conferido alguna ventaja
selectiva. Mutantes del locus MAT en Fusarium graminearum poseen una virulencia
reducida en la colonizacion de tejidos vegetales, lo que indica que estos genes también
podrian estar cumpliendo roles en otras actividades bioldgicas del hongo (Zheng et al.,
2013).

Como metas para mejorar las limitantes de informacion gendmica a partir de
una unica cepa de T. koningiopsis, en futuras investigaciones proponemos la estrategia
de ampliar el andlisis gendmico in silico a otras cepas de T. koningiopsis como asi

también de diferentes origenes geograficos.
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