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Andlisis funcional de la proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa en Neurospora crassa

RESUMEN

El cromo es un elemento quimico que en los seres vivos es considerado toxico
como i6n hexavalente, ya que puede provocar modificaciones en estructuras
proteicas o hasta interaccionar y alterar el DNA. Existen diferentes mecanismos
en bacterias que permiten contrarrestar los efectos producidos por este ion,
tales como proteinas reparadoras de DNA o proteina transportadoras. La
proteina transmembranal ChrA de Pseudomonas aeruginosa tiene la funcién de
expulsar cromato como un mecanismo bacteriano de destoxificacion. El analisis
filogenético de ChrA reveld que forma parte de la super familia de
transportadores CHR, esta super familia se divide en la familia LCHR la cual
tiene un tamafio promedio de 400aa y contiene 10 segmentos
transmembranales. Esta familia incluye varias docenas de proteinas de
diversas especies bacterianas asi como de algunos hongos y levaduras
(Neurospora crassa, Aspergillus nidulans, Ustilago maydis, Gibberella zeae).
En el genoma de la levadura Saccharomyces cerevisiae no existe homélogo
para eta proteina.

Con excepcion de dos proteinas bacterianas, se desconoce la funcion de los
miembros de la familia LCHR. Como parte de un estudio filogenético se
identific6 en el genoma de Neurospora crassa, un homologo de ChrA
denominado ChrNC. Este gen de 1745nt tiene dos intrones y codifica para una
proteina de 508 aa. El analisis conformacional para determinar su topologia
mostré que es una proteina con ocho 6 nueve dominios transmembranales y
que contiene 6 segmentos o asas de las cuales 3 son periplasmaticas y 3
citoplasmaticas. El extremo carboxilo terminal se localizé en el citoplasma
mientras que para el amino terminal no se determino con certeza su ubicacion.
Con el fin de determinar la funcion de esta proteina se disefio una estrategia
para expresar el gen chrNC en S. cerevisiae, para ello el gen ChrNC fue
clonado en un vector de expresion para levadura y utilizado para obtener las
transformantes correspondientes. Varias de estas transformantes fueron
seleccionadas, y analizadas para determinar la expresion del gen chrNC y su

efecto en la resistencia al cromato.
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I. INTRODUCCION

1.1. Cromo : formas idnicas, transporte y toxicidad

En la naturaleza el cromo se encuentra en diferentes estados de oxidacion que
van desde -2 hasta +6 (Mertz, 1969), pero los mas comunes son Cr (0), Cr (lll)
y el Cr (VI) (ATSDR, 2000). Dependiendo del estado de oxidacion del cromo
indicara la toxicidad, siendo el cromo (VI) alrededor de 100 veces mas toxico
que el cromo (lll) (Venier y col., 1982). Dependiendo de las condiciones del pH
el cromo (VI) se encontrara en diferentes formas y en donde una de ellas es la
forma de cromato (CrO4%) (McGrath y Smith, 1990) y su importancia radica en
que su estructura molecular tetraédrica y sus enlaces son muy similares al ion
esencial sulfato (SO4%), de 1.64A del cromato y 1.54A del sulfato (Pardee y
cols, 1966). El sulfato como fuente de azufre a la célula para la sintesis de
proteinas, en bacterias se ha observado la presencia de un sistema
transportador especifico de sulfato (Dreyfuss, 1964) por el cual el cromo en su
forma hexavalente (Cr VI) es como ingresa a la célula procarionte (Arslan y
col., 1987), y que por ejemplo el Cr(lll) no puede ingresar a la célula ya que el
sistema de transporte no lo reconoce y ademas de que el cromo en esta forma

es impermeable a la membrana plasmatica (Alcedo y Wetterhahn, 1990).
(Fig.1)

Una vez dentro de la célula el cromo (VI) puede ser reducido a cromo (lll) por
efecto de agentes tales como el FADH2, NADPH, ciertas pentosas, glutation
dando como resultado la formacion de algunos complejos de Cr (V) (Shi y
Dalal, 1990), que en presencia de peroxido de hidrogeno reaccionan y
producen radicales libres hidroxilo (OH-), los cuales pueden dar como
resultado interacciones dafinas con el DNA (Shi y Dalal, 1990). Por otra parte
el cromo (lll) en el interior de la célula puede interactuar con los grupos fosfato
del DNA con lo que provoca danos en procesos como la replicacion,
transcripcion o hasta provocar mutagénesis (Nishio y Vyeki, 1985), ademas de
que puede interactuar con grupos tales como carboxilo o sulfhidrilo de

proteinas dando como resultado alteraciones en la estructura y funcionalidad
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(Levis y Bianchi, 1982), como por ejemplo en la polimerasa tipo | (Sow, 1994) y

en la topoisomerasa tipo Il en bacterias (Plaper, Raspor, col., 2002).
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Figura 1. Mecanismo de transporte de cromato al interior de una célula bacteriana. A) El
cromato (CrO42') ingresa al interior de la célula por medio del transportador de sulfato debido a
su similitud con el ion sulfato (8042') B) El cromo (Ill) no puede ingresar a la célula por su baja
solubilidad en medios acuosos. Modificada de Pérez 2001.
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1.2. Sistema ChrA de Pseudomonas aeruginosa

ChrA es una proteina confiere resistencia al ion cromato, mediante un sistema
de expulsiéon, el cual transporta al ion del interior al exterior de la célula
(Pimentel y col., 2002). Este mecanismo depende del potencial de membrana
generado en el proceso de bombeo de protones por la cadena respiratoria
(Alvarez y col., 1999). (Fig. 2)
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Figura 2. Sistema ChrA de Pseudomonas aeruginosa. La forma en la que la proteina ChrA
expulsa el cromato (Cr042') del citoplasma hacia el exterior es empleando el potencial de
membrana generado durante el bombeo de protones en la cadena respiratoria.
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Esta proteina de 416 aminoacidos, codificada por el gen chrA del plasmido
pUM505 de una cepa clinica de P. aeruginosa (Cervantes y col., 1990).
Generando asi el sistema ChrA por las caracteristicas de los aminoacidos que
la conforman (63% de los cuales son hidrofébicos) y a su perfil hidropatico
encontrados se determino que es una proteina transmembranal (Cervantes y
Silver., 1992). Jiménez en el 2006 confirmd que la proteina consta de 13
segmentos transmembranales unidos a 6 asas periplasmaticas y en donde los
extremos amino y carboxilo terminal se encontraban en el citoplasma vy

periplasma respectivamente. (Fig.3)

P1

Periplasma

108

Membrana

didd

Citoplasma

C5

C4

Figura 3. Representacion topoldgica de la proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa.
De acuerdo a los 416 aminoacidos la estructura predicha contiene trece segmentos
transmembranales unidos por seis asas periplasmicas. El extremo amino terminal se encuentra
en el citoplasma y el extremo carboxilo terminal en el periplasma.
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1.3. Analisis filogenético de la proteina ChrA.

El término “filogenia”, acufado por Haeckel (1866), se refiere a la clasificacion
de los seres vivos basado en la historia evolutiva de cada uno de ellos. Con la
aparicion de las ciencias genodmicas, este término fue modificado y denominado
“filogenética”, refiriendose a una rama de la Biologia que estima el pasado
evolutivo de una especie basado en las comparaciones de secuencia de
proteinas o de acidos nucleicos (Baldauf, 2003). En la actualidad para
entender los procesos evolutivos de los seres vivos, las secuencias de
proteinas nos proporcionan una herramienta para comprender el parentezco
entre dos especies mostrando la relacién entre funcion y evolucién (Thornton,
Pearl y col., 1999; Cai, Grishin y col., 2004). A partir del advenimiento de los
proyectos cuyo fin era conocer la secuencia gendémica de los organismos se
generd una explosion de informacion respecto a la secuencia del material
genético (DNA y RNA) y consecuentemente de los productos del mismo
(proteinas). Actualmente se han secuenciado en total 50 genomas de arqueas,
582 genomas de bacterias y 80 genomas de eucariontes, todos ellos o la
mayoria de libre acceso en diferentes bases de datos. La secuencia del
genoma humano y los varios organismos modelos han proporcionando una
vista notable de la genética fundamental y las bases de la evolucion que
gobiernan las caracteristicas de los organismos (Ruan, Liu y col., 2004),
ademas de dar la llave de la compresion del funcionamiento de cada uno de los

genes y de las proteinas (Skolnick, Fetrow., 2000).

A partir de la base de datos del NCBI (National Center for Biotechonology
Information) pudo determinarse que la proteina ChrA de P. aeruginosa y de C.
metallidurans forma parte de la superfamilia CHR de transportadores de
cromato que originalmente fue descrita por Niels y colaboradores en 1998
como un grupo reducido de proteinas procariontes involucradas en el
transporte de sulfato o cromato. Cabe mencionar que solo en los dos
organismos antes mencionados se ha demostrado la funcién de transportar
cromato (Cervantes y Campos-Garcia., 2007). Un analisis filogenético mas

detallado sobre ChrA determind que las proteinas CHR pueden ser derivadas
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de un evento de duplicacién génica, que es muy comun especialmente en
bacterias. Adicionalmente se encontré que en homoélogos CHR existen en dos
tamanos: proteinas de cadena corta (SCHR) de longitud variable entre 123 —
234 aminoacidos y con un solo dominio, y proteinas de cadena larga (LCHR),
de longitud variable entre 345-495 aminoacidos con dos dominios homélogos.
Dentro de estas proteinas de cadena larga se encontré un grupo perteneciente
a diferentes hongos cuya la longitud de la cadena polipeptidica es de 495 a
502 aminoacidos. De las 135 secuencias de proteinas homodlogas analizadas,
77 estan dentro de la familia de proteinas grandes LCHR. Esta familia dentro
del arbol filogenético generado contiene subfamilias (LCHR1 a LCHRG6) y una
subfamilia LCHR de hongos (que incluyen a Neurospora crassa, Aspergillus
nidulans, Ustilago maydis, Gibberella zeae y a Magnaporthe grisea), la cual
esta estrechamente relacionado con la subfamilia LCHR1. Las 58 secuencias
restantes de la familia de proteinas pequenas SCHR contienen 3 subfamilias
(SCHR1 a SCHR2). EIl transporte de cromato solo se ha demostrado en
proteinas LCHR (LCHR5- Pseudomonas aeruginosa, LCHR2- Cupriavidus
metallidurans), por lo que se propone que las proteinas SCHR forman un grupo
paralogo en la familia CHR (Diaz-Pérez, 2006; Cervantes y Campos-Garcia,
2007). (Fig.4)
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CHR2

CHR3

CHRS

CHR4

CHR&

Fungal CHR

CHR1

Figura 4. Arbol filogenético de la familia LCHR. Esquema donde se muestran las siete
subfamilias LCHR (LCHR1 al LCHR®6) y la subfamilia de hongos (LCHR fungica). El color en la
leyenda indica la distribucion taxondmica de los grupos. La barra derecha muestra la
clasificacion Gram de las bacterias. Las flechas rojas indican a las dos proteinas caracterizadas
funcionalmente, ChrA de P. aeruginosa y ChrA de C. metallidurans. Tomada de Cervantes y

Campos-Garcia, 2007.
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1.4. Neurospora crassa como modelo bioldgico

Los hongos desde hace mucho tiempo se han utilizado como un modelo
biologico de estudio, organismos tales como Neurospora crassa,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans entre otros, se han utilizado
para el avance de areas como la genética molecular, bioquimica, fisiologia,
biologia celular, ecologia y evolucion. Estos organismos a lo largo del tiempo
se han ganado su lugar por tener ciertas caracteristicas: a) un rasgo en
particular que los distinga; b) su tamafio pequeno que facilita su manipulacion;
c) su rapido crecimiento que permite hacer varios experimentos con minimos
requerimientos y d) lo mas importante y esencial es que estos organismos
tienen procesos fundamentales similares al de los organismos superiores. Un
organismo modelo utilizado mucho antes que Saccharomyces cerevisiae y
Escherichia coli fue Neurospora crassa. En este hongo filamentoso se llevaron
a cabo investigaciones que proporcionaron informacion clave para la genética,
ejemplo de ello son los trabajos realizados por George W. Beadle y Edward L.
Tatum en 1941, los cuales determinaron aquellos genes involucrados en el
metabolismo. De estos trabajos también se obtuvo la primera mutante
bioquimica. Al pasar los afios este hongo fue pasando a un segundo plano y no
fue hasta hace poco que como consecuencia de la secuenciacion de su
genoma completo publicado recientemente (Galagan, Birren y col.,, 2003)
resurgio el interés por este organismo. Neurospora es ahora considerado un
excelente modelo para los eucariotes superiores en muchos aspectos de la
biologia celular, incluyendo la multicelular (Osiewacz., 2002), al grado de ser
denominado como un organismo central en la historia en el siglo XX para la

genética, bioquimica y biologia molecular.

El genoma de N. crassa consta de 7 cromosomas (42 megabases) y
codifica para cerca de 10000 proteinas, mas que en Schizosaccharomyces
pombe y poco menos que Drosophila melanogaster. Se han identificado
potenciales genes asociados a la fotobiologia, metabolismo secundario y en la

sefalizacion mediada por Ca*. (Galagan, Birren., 2003).
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Il. JUSTIFICACION

Estudios filogenéticos realizados sobre al sistema ChrA establecié una alta
posibilidad de que muchos de los miembros de la familia LCHR tuviera la
funcion de expulsar cromato, aparte de los ya descritos y bien caracterizados
de Pseudomonas aeruginosa y de Cupriavidus metallidurans. La presencia de
este tipo de proteinas en un sistema transmembranal homologo a ChrA
especificamente en el organismo modelo Neurospora crassa. El conocer la
funcion de la proteina homologa en N. crassa es de suma importancia debido
a que este hongo ha sido un organismo modelo en el que muchos procesos y
mecanismos biolégicos son extrapolables hacia la comprension de procesos
basicos de la biologia molecular de otros organismos. Adicionalmente, la
caracterizacion de la funcion de esta proteina ampliaria el conocimiento de la

biologia celular y molecular de N. crassa.
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. HIPOTESIS

La proteina ChrNC de Neurospora crassa homologa de ChrA en P. aeruginosa

participa como mecanismo de resistencia a cromato.

V. OBJETIVO

4.1. General:
- Determinar la funcionalidad de la proteina ChrNC homdloga a ChrA de

P. aeruginosa en Neurospora crassa.

4.2. Especificos:
- Caracterizar el gen chrNC de N.crassa.

- Expresar el gen chrNC en la levadura S. cerevisiae.

- Determinar el nivel de resistencia a cromato de las transformantes de S.

cerevisiae que expresan el gen chrNC.
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V.ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cepas empleadas
¢ Neurospora crassa :

- Cepa Silvestre 74-A (wt A), mat A

¢ Escherichia coli:

- TOP10: F" mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)
®80lacZAM15AlacX74recAlaraD139A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (Str?) endA1 nupG

» Saccharomyces cerevisiae:
- JCY100: Mat A, leu::HisG, his3A::hisG, trp::hisG, ura3-52
- PHYB80: Mat a, ura3-52, lys2-, ade3A, his-, trp-

6.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivos y sus componentes se adquirieron de los
Laboratorios Bioxon® de México S.A., Merck®-México S.A. o Sigma

Chemical Corporation® y fueron:

+ Caldo Luria Bertani (LB): NaCl 1%, peptona de caseina 1% y extracto
de levadura 0.5%.

e Agar Luria Bertani (AL): NaCl 1%, peptona de caseina 1%, extracto
de levadura 0.5% y agar bacterioldgico 1.5%.

» Medio Minimo Sintético: Bacto — Yeast Nitrogen Base sin
aminoacidos, sulfato de amonio 0.5% dextrosa 6 glucosa 2%, agar
bacterioldgico 2%.

s Aminoacidos:

Aminoécido Concentracién | g/100ml ml/litro
Stock

Leucina 100mM 1.31 20

Lisina 100mM 1.827 10

Histidina 100mM 1.55 3

Triptéfano 40mM 0.8 10

Adenina 10mM 0.1351 15
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» PDA (Papa- Dextrosa- Agar): Preparado segun las especificaciones
del provedor.

» YPD: Extracto de levadura 1%, peptona caseina 2%, dextrosa 2%,
agar bacteriologico 2%.

» Medio Vogel liquido: Sacarosa 1.5g/L, 1X sales de Vogel (50X sales
de Vogel: citrato de sodio -5H,O 150g, KH,PO, anhidro250g,
NH4NO3; anhidro 100g, MgSO,4 — 7H,0 10g, CaCl,-2H,0 5g), 5ml de
solucion de elementos traza, 2.5ml solucion de botina (0.1mg/ml). Lo
anterior se aforé a 1Lt de H»O. Solucion de elementos traza: En
195ml de agua destilada se disolvidé: 5g de acido citrico — 1H,0, 5g
ZnS04-7H20, 1g Fe(NH4)2(SO04)2-6H20, 0.25g CuSO4-5H,0, 0.05g
MnSO4-1H20, 0.05g H3BO3 anhidro y 0.05g Na;MoO4-2H,0)(tomado
del Fungal genetic Stock Center- www.fgsc.net )

» Medio Vogel solido: Al Medio Voguel liquido se el adiciona agar
bacterioldgico al 1.5%

» Medio PDB (Papa Dextrosa Broth): Preparado segun las

especificaciones del provedor.

6.3. Reactivos
o KyCrO4 (Merck). La sal de cromato fue utilizada a partir de una
solucion stock 1M preparada en agua destilada y mantenida a

temperatura ambiente.

6.4. Plasmidos
» pCR®2.1 - TOPO® Invitrogen®: Plasmido para clonacion, AmpR,
KanR, f1 ori, pUC ori, Plac-lacZa
» pYES2®Invitrogen®: Plasmido para clonacién, promotor GALA1,
sitio promotor T7, multiples sitios de clonacién, terminador

transcripcional CYC1, origen pUC, AmpR, gen URAS, f1ori.
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6.5. Analisis y manipulacion de acidos nucleidos

6.5.1. Aislamiento de DNA plasmidico.
El aislamiento de DNA plasmidico se empleo el método de lisis
alcalina (Adaptado de Birnboim y Doly, 1979; Ish-Horowicz y Burke,
1981), de acuerdo al siguiente protocolo: A partir de un cultivo
bacteriano de 18-20h, se centrifugd y la pastilla se resuspendié con
una solucion STE (sacarosa 50mM, Tris-HCI 25mM pH 8.0 y EDTA
10mM) con lisozima (20mg/ml). Se mezclé y se incubé a 37°.
Posteriormente se agregd un volumen de solucion |l recién
preparada [NaOH 0.2N y SDS 1%(dodecilsulfato de sodio)], se agito
y se incubd en hielo. Enseguida se le adicion6 acetato de potasio 5SM
(acetato de potasio 5M y acido acético glacial pH4.8), se mezcl6 y se
incubd en hielo. Se centrifugo y el sobrenadante se extrajo con
fenol- cloroformo (mezcla 1:1). La fase acuosa superior se recuperé y
se le adiciono etanol absoluto frio incubando brevemente a -20°C. El
DNA fue recuperado por centrifugacion y resuspendido en agua

desionizada estéril. Estas muestras se almacenaban a -20°.

6.5.2. Aislamiento de DNA gendmico de Saccharomyces cerevisiae.
De un cultivo de 24h las células fueron recuperadas por
centrifugacion y resuspendieron con TE (0.121% base Trizma,
0.0372% acido acético tetra- etilendiamina “EDTA” a pH8 ajustando
con acido clorhidrico). Se adicionaron perlas de vidrio y solucién
TSNTE (2% Triton X-100, 1%SDS, 100mM NaCl, 10mM Tris-HCI
pH8, 1mM EDTA). Esta mezcla se agito y se incubd hielo. Se
adiciono fenol y se coloco en el vortex. Se recuperd el sobrenadante
y se le agreg6 acetato de sodio 3M mezclando suavemente. Se
agregd etanol 100% frio y se incubo a -20°C por 20min.
Posteriormente se centrifugd y la pastilla se resuspendié en H,O
conteniendo RNA asa (10mg/ml). Se incubé a 37°C en agitacién por

30min. Después se le agrego acetato de amonio 4M y etanol al 100%
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frio, se incubd a -20°C hasta que precipitara. Se centrifugé y la
pastilla se lavo con etanol 70%. La pastilla seca se resuspendid con

H>O destilada estéril.

6.5.3. Aislamiento de DNA gendmico de Neurospora crassa.
Para la extraccion de DNA se realizé un cultivo de N. crassa en
medio Vogel. Se recuperd el micelio y se pulveriz6 en un mortero
(estéril) usando nitrogeno liquido. El micelio pulverizado se extrajo
con buffer de urea (Urea 7M, NaCl 0.35M, Tris 0.05mM pH 8.0,
EDTA 0.02M, Salcosina N-lauril 1%, H,O cbp 50ml), se mezclo en el
vortex y se incubd a temperatura ambiente. Posteriormente se hizo
una extraccion con fenol y cloroformo dos veces. Se centrifugd y se
recuperd el sobrenadante para después agregarle isopropanol y
etanol frio mas 1/10 del volumen de acetato de sodio 2M, se mezclo
suavemente y se centrifugo. Se lavo la partilla 2 veces con etanol al
70% y se dejo secar para posteriormente ser resuspendida con H,O

destilada desionizada estéril.

6.5.4. Extraccion de RNA.
Se pulverizaron las células en un mortero con nitrégeno liquido y se
le adicion6 NTES (NaCl 1M, Tris 1M pH7.5, EDTA 0.5mM pH 8.0,
SDS 10%) asi como Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico 25: 24: 1,
se coloco en el vortex para su extraccion. Se centrifugd a 4°C y se
recupero la fase acuosa a la cual se le hizo una segunda extraccién
fenolica. Se recuper¢ la fase acuosa y se le agregd 1/10 del volumen
de acetato de sodio 3M y etanol 100% incubandose a -20°C. Se
centrifugd a 4°C, la pastilla se resuspendié en H,O DEPC y acetato
de litio 4M y se incubd 4°C de 3-12h. Pasado este tiempo se
centrifugd a 4°C para recuperar la pastilla con H,O DEPC (DEPC
0.1%) adicionando 1/10 del volumen de acetato de sodio 3M y etanol

100%. El RNA fue recuperado por centrifugacion, se lavé con etanol
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70% para finalmente dejarlo secar. La pastilla de RNA fue
resuspendida con H,O DEPC.

6.5.5. Electroforesis en geles de agarosa.
Las muestras de DNA se sometieron a un corrimiento electroforético,
en un gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE (Tris-acetato 0.40M
y EDTAO0.001M) a 100 voltios. Las muestra de DNA se mezclaron
antes de ser corridas en el gel con amortiguador de carga [azul de
bromofenol al 0.05%, EDTA 0.1M pH 8.0, SDS 0.5%, sacarosa 40%].
El desarrollo del gel se visualizd a través de tincion con una solucién
de bromuro de etidio al 0.01%. EI DNA asi tefido, se observé en un
transluminador de luz UV de onda corta (UV-Products Inc. ®). Como
marcador de tamafo molecular se utilizé el DNA del fago lambda

digerido con las endonucleasas EcoRI y/o Hindlll.

6.5.6. Aislamiento del DNA de geles de agarosa.
Para la purificacién del DNA empleado en las reacciones de ligacion
se empled el kit comercial “Wizard SV Gel and PCR Clean-UpSystem
®” de Promega ®. Siguiendo las indicaciones kit, la banda de interés
se corto del gel de agarosa y se le adicion6 la solucion de unién a
membrana. Se mezclé bien en un agitador y se incubé a 60°C hasta
disolver todo el fragmento del gel. La mini columna SV se insert6 en
un tubo de coleccion y se transfirié la solucién disuelta en la columna
y se incubd a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugo y
se lavd dos veces. La elucion del DNA se hizo adicionando agua

grado HPLC y centrifugando.

6.6. Procedimientos enzimaticos del DNA.

6.6.1. Restriccion con endonucleasas.
Muestras de DNA fueron digeridas con endonucleasas empleando
1U de enzima de restriccion (Invitrogen ®) por cada microgramo de
DNA.
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6.6.2. Ligaciones.
2yl del vector linearizado se mezclé con 10ul de buffer de ligasa, 8-

9ul del fragmento de interés y 1ul de T4 DNA ligasa (Promega ®).

6.7. Disefno de oligonucledtidos.

Con el numero de acceso de la proteina homdlogo a ChrA de
Neurospora crassa CAD21291 utilizando la pagina

http://www.ncbi.nlm.nih.gov se obtuvo la secuencia del gen homdlogo

chrA. A partir de esta se disefiaron los oligonucleétidos AC125 de 36
nucledtidos (incluyendo un sitio de restriccion BamHI) y NCHR2 de 24
nucledtidos (Tabla I).

Tabla I. Secuencia de los oligonucleétidos disefiados para la amplificacion del
gen chrNC.

Oligonucleétido | Secuencia

AC125 5'GGATCC ATG TCA CCT CAA CCT CCA GTA CCT AAC AGT3’

NCHR2 5'CTA ACT CGC AAA GCC ATC GAA AGC 3’

6.8. PCR. (Reaccioén de la Polimerasa en Cadena)

Se prepard el volumen por cada reaccidon necesario indicado en el
manual del proveedor (Invitrogen®): buffer de PCR 10X (Invitrogen
®), MgCl, 50mM; dNTPs 10mM; primer directo y primer reverso (10
MM cada uno), Tag DNA polimerasa, y DNA templado. Las
condiciones de amplificacion fueron: 2min 94°C; 35 ciclos de 30seg a
94°C, 1min a 66°C y 2 min a 72°C. Finalmente se le dio una extension
final de 10min a 72°C.

6.9. Generacion del plasmido pECNCA1.
El producto de PCR resultado de la amplificacién del fragmento
homodlogo a ChrA de N. crassa se clond en el vector pCR®2.1 -

TOPO® Invitrogen® siguiendo las especificaciones del provedor: se
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mezclaron partes iguales del producto de PCR y vector pCR®2.1 -
TOPO® Invitrogen®, en solucién de sales diluida (50mM NaCl,
10mM MgCl,), se incubd y después se dializé6 por 10min usando
membrana MILIPORE® de poro de 0.025um. La mezcla, se utilizd
para transformormar E. coli siguiendo la metodologia descrita en el
manual del vector pCR®2.1 - TOPO® Invitrogen®.

6.10. Generacion de plasmido pSCNC2.
Para la subclonacién del gen chrNC, el vector pECNC1 fue digerido
con las enzimas de restriccion BamHI y Notl (Invitrogen®), el
fragmento liberado fue purificado y ligado en el vector pYES2 ®
Invitrogen® linearizado con las mismas enzimas. La mezcla se
dializé por 1h usando membrana MILIPORE® de poro de 0.45um
misma que se utiliz6 para transformormar E. coli siguiendo la

metodologia descrita en el manual del vector pYES2 ® Invitrogen®.

6.11. Transformacion de Saccharomyces cerevisiae.
Las células de S. cerevisiae fueron transformadas siguiendo las
especificaciones del manual del vector pYES2 ® Invitrogen®: un
cultivo de células crecidas en YPD con D.O. a 600nm, se utilizd
como preinéculo para obtener un subcultivo de D.O. de 0.4. Las
células se recuperaron por centrifugacién a 2500rpm por 10min y se
resuspendio la pastilla con 1X TE (10mM Tris pH7.5, 1mM EDTA),
enseguida se centrifugo y se resuspendi6 la pastilla con 1X Acetato
de Litio / 0.5X TE (100mM acetato de litio pH7.5, 5mM Tris-HCI pH
7.5y 0.5mM EDTA). Las células se incubaron a 28°C con agitacion.
Para la transformacién se mezclaron el DNA del plasmido pSCNC2
y DNA de esperma desnaturalizado de salmoén con células tratadas
con el 1X Acetato litio / 0.5X TE. A esta mezcla se le adiciondé 1X
acetato de Litio/ 40% PEG-3350/ 1X TE (100mM acetato de litio
pH7.5, 40% PEG-3350, 10mM Tris-HCI pH 7.5, 1mM EDTA) y se

mezclo muy bien. Se incubo a 30°C por 30min, transcurrido el tiempo
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se le adiciono 88ul DMSO (DMSO 7%), se mezclé y se le dio un
choque de calor. Las células se recuperaron por centrifugacion
resuspendiendo la pastilla con 1XTE y sembrando las células en

cajas de Medio Minimo Sintético.

6.12. Secuenciacion.

6.12.1. Secuenciacion de las muestras de DNA
El DNA fue secuenciado utilizando el método Dideoxitermination
Chain empleando un equipo ABI PRISM 377 DNA Perkin Elmer.

6.12.2. Analisis de la secuencia.
El alineamiento de las secuencias se realiz6 empleando el programa
Clustal W.

6.13. Analisis tipo Southern blot

6.13.1. Tratamiento de la muestra.
Veinticinco microgramos de DNA gendmico fueron sometido a

restriccion con endonucleasa Pstl utilizando 1U de enzima de
restriccion (Invitrogen) por microgramo de DNA. Se incubo por 4h a
37°C agregando después de este tiempo 1U de enzima adicional.
Esta mezcla se incubé6 12h mas para posteriormente ser
concentradas a 70°C. Las muestras fueron sometidas a electroforesis

en gel de agarosa 1.4%.

6.13.2. Southern blot
El protocolo para el analisis tipo Southern blot se hizo siguiendo las

dTM

especificaciones del provedor Amersham Hybon -XL membrane

GE® Healthcare.

6.14. Analisis tipo Northem blot.

6.14.1. Preparacion de la muestra de RNA
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Treinta microgramos de de RNA cuantificados a 260nm fueron
mezclados con 66.7% formamida desionizada, 13.3% MOPS10X,
21.3% formaldehido y 2.3% bromuro de etidio (0.1ug/ml) e incubos a
65°/5min. Esta muestra se mezclo con el buffer de carga para ser
analizado por electroferisi en gel agarosa al 1.6% (73% H>O-DEPC,
11% MOPS10X, 16% formaldehido).

Northem blot.

El protocolo para el analisis tipo Northern blot se hizo siguiendo las
especificaciones del provedor Amersham Hybond ™_XL membrane
GE® Healthcare.

6.15. Preparacion de la sonda radiactiva.
Para preparar la sonda radiactiva se utilizo el protocolo descrito por
GE® healthcare, el cual utiliza el método Rideprime [I Random Prime

Labelling System

6.16. Analisis de la expresion del gen chrNC en S. cerevisiae.
Las células de un cultivo de S. cerevisiae de Medio Minimo de 24h,
se recuperaron por centrifugacion a 2800rpm/6min. La pastilla de
células se resuspendié con H,O destilada estéril, y fue transferida a
Medio Minimo fresco para ser incubadas a 28°C/1500rpm. Este
procedimiento se repiti6 2 veces mas y las células asi obtenidas se
transfirieron a Medio Minimo conteniendo galactosa y rafinosa al 2%
(induccién) o glucosa 2% (represion). Alicuotas de estos cultivos se
tomaron a las 15 y 28h. Las células se recuperaron por

centrifugacion a 12000rpm/3min, y se congelaron a -70°C.

6.17. Prueba de susceptibilidad a cromato transformante S. cerevisiae
A partir de un preinoculo de 12h en Medio Minimo con dextrosa 2%,
se concentraron las células por centrifugacion a 2800rpm/6min
mismas que fueron transferidas a Medio Minimo sin fuente glucosa e

incubadas con agitacion a 1800rpm por 6h a 28°C. La mitad del
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volumen obtenido se transfirio a medio minimo con dextrosa 2%
(control) y la otra mitad al mismo medio conteniendo galactosa al 2%.
Los cultivos fueron incubados por 12h a 28°C/1800rpm. A partir de
estos cultivos se inocularon tubos conteniendo medio minimo
adicionado de 0.05, 0.1, 0.2. 0.4 y 0.6 mM de cromato de potasio
utilizando la misma fuente de carbono que el cultivo original. Se
incubaron a 28°C/1800rpm, y el crecimiento se cuantificd a las 24h a

través de la absorbencia a 600nm.
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VII. RESULTADOS

7.1.  Amplificacion del gen chrNC mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

A partir de DNA gendmico de N.crassa (ver apéndice Fig. V) se llevé a cabo la
reaccion de PCR utilizando los oligonucleétidos AC125 y NCHR2. Una alicuota
del producto de la reaccion se analizé por electroforesis en un gel de agarosa
(ver Matariles y Métodos) observandose un unico producto correspondiente a

un fragmento de aproximadamente de 1.76kb. (Fig.5)

1.6kb — — 1.76kb

1kb

Figura 5. Amplificacion del gen chrNC mediante la técnica Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Fotografia del producto de amplificacion del gen chrNC. Carriles: 1.-
marcador de peso molecular; 2.- producto de PCR del gen chrNC.
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7.2. Construccion y analisis del plasmido pECNCA1

El fragmento correspondiente a la amplificacion por PCR del gen chrNC se
cloné en el vector pCR®2.1 - TOPO® Invitrogen® de acuerdo al protocolo
descrito en Materiales y Métodos generando el plasmido pECNC1 (Fig.6A).
Para verificar la identidad del plasmido generado, el DNA plasmidico fue
sometido a una restriccion con las enzimas BamHI y Notl, el gen chrNC
clonado esta flanqueado por los sitios de restriccion de estas enzimas. En la
figura 6B se muestra el analisis de la restriccion de pECNC1. En el carril 2,
correspondiente a la restriccion, se observa un fragmento de 1.8kb y otro de
3.8kb correspondiente al gen chrNC y al vector respectivamente. Con el fin de
confirmar la identidad del fragmento clonado, el plasmido pECNC1 fue
secuenciado utilizando como oligonucleotido directo el primer Universal y el
oligonucledtido NCHR2 como primer reverso. La secuencia obtenida se utilizé
para llevar a cabo un analisis tipo CLUSTAL W teniendo como secuencia de
referencia aquella obtenida del Neurospora crassa Data Base (locus

NCUO01055.3,http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/GeneDetail

s.html?sp=S7000000693076221). Este analisis mostr6 que la secuencia del

fragmento clonado en pECNC1 obtenida con el oligonucledtido Universal tenia
una identidad del 90% con la secuencia de referencia, mientras que la
secuencia derivada del oligonucleétido NCHR2 era de solo el 75%. De
acuerdo con la secuencia de referencia, el ORF correspondiente es de 1745nt
y codifica para una proteina de 508 aa cuya funcion hipotética es similar a ChrA
de P. aureoginosa. La secuencia esta interrumpida por dos intrones localizados
a +43 y +350 (Fig. 6C).
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ATGTCTTCCGAGTCAACTGGCACTTGGGCTTCACGGCTTTTGGTGGGCCACCGGTCCACTTTAGGATAGTGAGTGCGACCTGTACTGT
GAAACGGCCTGAACTGCAACAACCTAATTAGTCTGCTTAAAACTGGCAAACCTGTAAGATTACCTATGGGCTGACAAGGAGACGATAA
CAGTTTAATGTCAAATTCGTGCAAAAGACCAAATGGATCGATGAGCAGGTGTACCAAGAGCTCTTCAGCGTCTCGCAGGCCCTCAGCG
GACCAGGCAGCACCAAGATGTTGTACTGTATCAACTTGATACAAGACGGATTCCTTGCTGCCGTGTTCAGCTTCCTGCTGTGGAGGTA
AGTCACAGACAGCATCCGACCATCCACACAAGATTACCTAGGTACCTACCGTGAACGACGAGTCTAACAAGACGCAACCAGTTTACCG
GGTGCCATAGGCATGTACGCGCTCGCTGTCGGCGTGTCAAAGATTGACGAAACCCTTCCGAGACCGGTATATGCTCTACTATCGGGCC
TTAACGCCGGTACTGTCGGCGTCATTGCTCTTGCTGCCGTCGAACTATCCGAAAAGGCCATTACGGATCGGCTAACGAGAATCCTGGT
CTTCCTCGGCGCTACTGCCGGCATGCTGTACAATGCCCTCTGGTACTTCCCGGTCTTGATGCTAGCATCTGGTATCGCGACACTTGTA
CATGACTTGAGATGGATGCACCAACCGATTTCGGCCATCGTTGGTTTTGGTACGGATCTGAAGGGCAAGCTCATCAGGGCATGGCCTT
TTGGAAAGTGGCCCGGATCAGCTTCAGATGCGGGTAACGATAACAATGCCGCGGTGCAAGGGCGAAGGAACAGTGCAGATGACGAAGA
AAGCATCGAAATGTCGAGTGTGGCAAAGGCAACAGCGACGGCGTCAAGCAGCTCCGGTGCCCGACCGAGAGCTGGACAACAGTCGCAG
CTGTCCGACCTTCCAGTTACCGAACAAGAAGCATCCACGTCGTCCTCCACAGGCGAAAACGAACCACGCACTATTTCAACTGAGTTTC
GACTCGACTTTTCCTGGAAAATCGGAACGGCCATCGTCGCTTGCTTCTTCGCCACCTTTGTTGCCGTCATGGTCACTCGCGGCGTCTT
CCCGAATCCGCCTGGACTTCCCCTCTTGTACCACTTGTTTGTCAACATGTATCTTGCCGGCACAATTATCTTTGGCGGCGGCCCTGTC
GTTATTCCTCTGTTGCGGGAATACGTGGTTGCCGAGGGCTGGGTGAATCCCCGCGACTTTCTCATCGGACTTGCTCTGATCCAGGCCT
TCCCAGGGCCCAACTTCAACTTTGCCGTGTTCCTGGGGGCCTTGACCGCCATCGGCAGCGGTAATAACCCGGTAGCAGGTGCGGTCCT
CGCCTGGGTCGGCATTTTCAGCCCGGGCTTGATCTTGGTCCATGGTACAATGGGGATTTGGAGTGCGGTGAGGAGCAAAAGATGGGTA
AAGGCTGTGCTCAGGGGCGTGAATGCTAGCGCAGTCGGGCTGATTTATACCGCCGTTTACCGGATTTGGTGTGTTGGCTACATCGATG
AGGGCTTTCAGTATGGTAAGAGCTTGGGCGCTGACCCATGGTGGGTCGTGGTAACGGCGACGAGCTACGTCGGTGGGCGATGGTTCAA
CCTCAAGGCACCTGTAGCAATTATTCTTGGTGCAATCATGGGGTTGATCAGGTACGGCGTTGTGTCCGCTTGA

Figura 6. Andlisis y clonacion del gen chrNC. A) Estrategia para la generacién del plasmido
pECNCH1. El producto de amplificacién correspondiente al gen chrNC fue clonado en el vector
pCR2.1 ® B) Analisis de restriccion de pECNC1. Fotografia del producto de restricciéon
pECNC1 con endonucleasas BamHI y Notl (carril 2) y marcador de peso molecular (carril 1). C)
Secuencia del gen chrNC obtenida del Neurospora crassa Data Base. En color rojo se
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destacan tanto el codon de inicio como el de terminacion, en color gris se indican las
secuencias correspondientes a los intrones y subrayado esta la localizacion de los
oligonucleétidos AC125 y NCHR2.

7.3. Construccion y analisis del plasmido pSCNC2

Con el fin de subclonar el fragmento chrNC del plasmido pECNC1 en el un
plasmido de expresion para S. cerevisiae; el fragmento BamHI/Notl purificado a
partir del gel de agarosa se ligd con el vector pYES2® linearizando con las
mismas enzimas de acuerdo al protocolo que se describié en Materiales y
Métodos (Fig. 7A). El producto de esta ligacion fue utilizada para transformar E.
coli y a partir de las clonas seleccionadas como positivas se verifico la correcta
clonacion del fragmento a través de un analisis de restriccion con las enzimas
BamHI y Notl. El resultado de la digestion fue analizado observandose el
fragmento de 1.8kb correspondiente al gen chrNC y el fragmento de 5.8kb
correspondiente al vector pYES2 ® (Fig. 7B carril 3). Como control de este
ensayo se utilizé el plasmido pYES2 ® digerido con las mismas enzimas (Fig.
7B carril 2). Adicionalmente al analisis de restriccion de la clona seleccionada,
el DNA plasmidico fue utilizado como templado en una reaccién de PCR donde
fueron utilizados los oligonucledtidos T7 y NCHR2. Resultado de este
amplificacion se obtuvo un solo producto cuyo peso molecular estimado a
través de un analisis electroforético en gel de agarosa fue de 1.8kb (Fig. 7C

carriles 2y 3).
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Figura 7. Generacién del plasmido pSCNC2. A) Estrategia para la construccion del plasmido
pSCNC2. A partir de la digestion del plasmido pECNC1 con las enzimas BamHI y Notl, se
rescatd el fragmento correspondiente al gen chrNC, mismo que fue ligado en el vector pYES2
® que previamente habia sido digerido con las mismas enzimas. B) Analisis de restriccion de
pSCNC2. Fotografia del producto de restriccion pSCNC2 con endonucleasas BamHI y Notl
(carril 3), marcador de peso molecular (carril 1) y plasmido pYES2 ® digerido con BamHI y
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Notl (carril 2) C) Fotografia del producto de la amplificacion por PCR del gen chrNC (carriles 2
y 3) y marcador de peso molecular (carril 1).

7.4. Analisis e identificacion de trasformantes de Saccharomyces

cerevisiae con el plasmido pSCNC2.

A partir de clonas de S. cerevisiae identificadas como positivas después de
ser trasformadas con el plasmido pSCNC2, se llevdé a cabo un analisis tipo
Southern blot a fin de confirmar su identidad positiva. DNA gendémico de las
clonas LJC1 y LPHY2 fue digerido con Pstl y separado en un gel de agarosa
(Fig. 8A). La hibridacion de este DNA fijado a la membrana de nylon utilizando
el fragmento de 1.7kb correspondiente al gen chrNC identificé un fragmento del
mismo peso molecular en las clonas analizadas (Fig. 8B, carriles 3, 4, 6 y 7).
Como control positivo se utilizo DNA del plasmido pSCNC1 (Fig. 8B, carril 9).
Los controles negativos corresponden a DNA de S. cerevisiae transformadas

con el vector pYES2 ® sin inserto (Fig. 8B, carriles 2 y 5).

1 23 4 56 78 9
l'"'l'—'ll—'lr—'_v_lr—lf-Ti\

akb—

3kb—

2kb—

1.6kb -’

1kb—

0.5kb —

Figura 8. Andlisis tipo Southern blot para las clonas de Saccharomyces cerevisiae A)
Fotografia del DNA total digerido con Pstl de las transformantes de S. cerevisiae control (carril
2 y5) clona LJC1 (carriles 3y 4) y clona LPHY2 (carriles 6 y 7), marcador de peso molecular
(carril 1y 8) B) Fotografia de placa de rayos X de Southern blot. Carriles: 1y 8 Marcadores de
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peso molecular; 2 Control LJC1; 3y 4 clona LJC1; 5, Control LPHY2; 6 y 7 Clona LPHY2; 9
Plasmido clonado LJC1 diluido sin digerir.

7.5. Analisis de la expresion del gen chrNC en las transformantes de

Saccharomyces cerevisiae

Con la finalidad de determinar si el gen chrNC era expresado por las cepas
transformantes de S. cerevisiae LJC1 y LPHY2 se llevé a cabo un ensayo de
inducciéon de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Este ensayo consistio
en dejar crecer las clonas 15 y 28h en Medio Minimo que contenian glucosa
2% (Represor de la expresiéon del gen) y otro con galactosa 2% (Inductor de
gen por el promotor GAL1). EI RNA de la cepa LJC1 se obtuvo de cada una de
las condiciones y la expresién del gen chrNC se analiz6 a través de un ensayo
tipo Northem blot utilizando como sonda el fragmento de 1.7kb correspondiente
al gen chrNC derivado del plasmido pECNC1 (Fig.9). La senal correspondiente
a la expresion del gen es solo evidente en las clonas LJC1 siendo mas intensa
la sefal bajo condiciones de no represion (galactosa), mientras que la sefial

proveniente de condiciones de represion (glucosa) no presenta sefal.

Glucosa Galactosa
C LUC1 C LCc1
1 23 4 5 67 8 9:“)11%3

;-:“ chrNC

RNATr

Figura 9. Northem blot de las clonas LJC1 de Saccharomyces cerevisiae. A) Fotografia
del gel de agarosa 1.6% (inferior)y placa de rayos X de Southern blot (superior), muestras
cargadas con buffer de carga Orange G. Carriles: 1, Control Glucosa 15h, 2, Control Glucosa
28h; 3 y 5, clonas LJC1 Glucosa 15h, 4 y 6, clonas LJC1 Glucosa 28h; 7, Control 15h, 8,
Control Galactosa 28h; 9 y 11, clonas LJC1 Galactosa 15h, 10 y 12, clonas LJC1 Galactosa
28h.
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7.6. Ensayo de susceptibilidad a cromato de las transformantes de

Saccharomyces cerevisiae

Comprobada la expresion del gen chrNC, las clonas positivas de la cepa
JCY100 se sometieron a una curva de susceptibilidad a cromato descrita en
Materiales y Métodos, con la finalidad de determinar la posible funcion del gen
chrNC en S. cerevisiae. Los resultados mostraron que las clonas (control y
LJC1) provenientes de dextrosa eran sensibles al cromato disminuyendo su
crecimiento al aumentar la concentracion de cromato (Fig. 10 lineas azul
“control” y verde “LJC1”). Estas mismas clonas pero provenientes de galactosa
mostraron, que la cepa control era sensible al cromato teniendo un
comportamiento muy similar al las de dextrosa (Fig. 10 linea roja “Control”),
Pero la clona LJC1 proveniente de galactosa mostro una susceptibilidad menor
al cromato, presentando una resistencia aproximadamente de un 34% en

comparacion con la cepa control (Fig. 10 linea morada “LJC1”).

120
100
g 80
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@
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20
0
0.0mM 0.05mM 0.1mM 0.2mM 0.4mM  0.6mM
Concentracion de cromato
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Figura 10. Efecto del cromato a transformantes de Saccharomyces cerevisiae. Cepas de
S. cerevisiae sometidas a diferentes concentraciones de cromato, utilizando cepa control (cepa
con plasmido vacio) y a la cepa LJC1 (cepa con inserto). n=3

VIIl. DISCUSION

ChrA es una proteina transmembranal codificada por el plasmido pUM505 en
Pseudomonas aeruginosa y pMOL28 en Cupriavidus metallidurans (Cervantes
col. 1990, Nies col. 1990). Tiene como funcién la expulsion de cromato del
interior hacia el exterior de la célula, mecanismo el cual solo ha sido reportada
en estos dos organismos. ChrA de P. aeruginosa es de 416aa y con una
topologia de 13 segmentos transmembranales (Jiménez-Mejia et al. 2006) y
ChrA de C. metallidurans es de 401aa y con topologia de 10 segmentos

transmembranales (Nies et al. 1998).

De acuerdo al estudio realizado por Diaz-Pérez (2006) la proteina ChrNC
pertenece a la familia LCHR con probabilidad de tener una funcion ortéloga a
las proteinas ChrA de Pseudomonas aeruginosa (Cervantes y cols., 1990) y
Cupriavidus metallidurans (Nies, Silver., 1990). Esta inferencia esta basada
también en el hecho que el perfil de hidrofobicidad para esta protéina presenta
una alta probabilidad de ubicarla en la membrana plasmatica, conteniendo 9
dominios transmembranales, caracteristica de las proteinas CHR (Nies y cols.,
1998). Establecer una funcién de ChrNC similar a la reportada para ChrA es un
tanto aventurado ya que no existe en la literatura algun reporte de un
mecanismo de resistencia a cromato en hongos por efecto de una proteina
transportadora. Sin embargo, mutantes resistentes a cromato se han reportado
en N. crassa; estas mutantes estan afectadas en el mecanismo de transporte
de sulfato (Marzluf, 1970 y Roberts, Marzluf., 1970).

El gen chrNC de N. crassa fue ubicado en la base de datos del NCBI (No.

acceso CAD21291) y en la del Neurospora crassa data base (locus
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NCUO01055.3,http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora/GeneDe
tails.html?sp=S7000000693076221) (Figura 6C). La secuencia del gen chrNC

muestra las caracteristicas comunes de genes eucariotas de contener su codén

de inicio y de terminacion. Asi mismo se determiné la presencia de dos intrones
localizados a +43 y +350. A partir de la secuencia reportada en el NCBI se
disenaron los oligonucleodtidos AC125 (36nt) y NCHR2 (24nt). El oligo AC125
fue disefado con sitio de restriccion BamHI justo antes del coddn de inicio a fin
de hacer una clonacion dirigida en el vector pYES2 de expresion en S.
cerevisiae. La amplificacion del gen chrNC se realizé mediante el uso de DNA
gendmico de N. crassa. El resultado de la amplificacion por PCR fue un unico

fragmento de aproximadamente 1.76kb, que coincide con el esperado (Fig. 5).

Con la finalidad de generar las herramientas que permitieran el estudio de la
posible funcién hipotética propuesta para ChrNC, se generaron las siguientes
construcciones: pECNC1 y pSCNC2. El vector pECNC1 es derivado del vector
pCR2.1® TOPO® donde fue clonado el producto de PCR correspondiente al
gen chrNC. Con el fin de determinar la identidad del vector, se analiz6 la
construccion a través de un analisis con las enzimas de restriccion BamHI y
Notl (Fig. 6B). La secuencia del plasmido pECNC1 mostré algo muy particular,
esto es que al hacer el alineamiento usando como secuencia molde aquella
derivada del NCBI presentaba muy poca identidad entre ellas. Esto llevo a
pensar que el fragmento amplificado no correspondia al gen de interés. Sin
embargo, al hacer uso de una base de datos mas especializada (Neurospora
crassa Data Base) y haciendo una busqueda utilizando la secuencia de
nucledtidos o aminoacidos del NCBI dio como resultado un ORF
correspondiente a un transportador de cromato hipotético de 1745 nucleétidos
(con intrones) o de 1524 nucledtidos (sin intrones) que codificaba para una
proteina de 508 aminoacidos. El alineamiento mediante el programa CLUSTAL
W con la secuencia de nucleétidos con intrones nos mostro que existia un 95%
de identidad con la secuencia obtenida en sentido directo y un 75% de
identidad con aquella en sentido reverso. Es de destacarse que las secuencias

de los oligos utilizados no fueron identificados plenamente en la secuencia
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obtenida del Neurospora crassa Data Base. Este dato corrobora lo mencionado
por Diaz-Pérez (2006) sobre la informacion disponible en las bases de datos,
misma que se encuentra mal curada, es decir el grado de analisis esta en
etapa inicial, como lo demuestra el grado de redundancia dentro de las bases

de datos del NCBI, problema que se extiende a otras fuentes de informacion.

La propuesta sobre el uso de Saccharomyces cerevisiae como organismo para
determinar la funcionalidad del gen, se debi6 a que este organismo al igual que
N. crassa tiene el genoma completamente secuenciado y ademas de que
existen diversas técnicas muy bien estandarizadas para estudiar expresién de
genes en este organismo. Este organismo tiene tres clases de expresion de
vectores: episomal, plasmidos o vectores, vectores integrativos y cromosomas
artificiales de levadura (Glick, Pasternak, 1998). Nuestra estrategia se basé en
el uso de un vector de expresiéon inducible denominado pYES2®. El uso de los
vectores pCR®2.1 - TOPO® Invitrogen® al igual que el pYES2®Invitrogen®
tuvieron una razén muy particular de haberlos seleccionados. El vector
pCR®2.1 - TOPO® se utilizo en primer lugar por las caracteristicas las cuales
contenia para clonar el fragmento del gen chrNC sin la necesidad de utilizar
enzimas de restriccibn para la clonacion ademas de contener dentro del
plasmido el gen LacZ lo cual proporciono de gran ayuda para poder seleccionar
las clonas. El vector pYES2® al tener la caracteristica de tener sitios de
replicacion tanto para E. coli y S. cerevisiae y un promotor GAL1 antes del sitio
de poli clonacién proporcionaba una ventaja para poder estudiar la
funcionalidad del gen usando galactosa como unica fuente de carbono en un
organismo sensible al cromato como Saccharomyces. En ambos vectores se
utilizaron todas formas de seleccion que contenian los vectores, debido a esto
no solo las resistencias a los antibioticos nos ayudaron a la seleccion de las
clonas si no que ademas en el caso de pYES2® al tener el gen URA3 se
utilizaron dos cepas diferentes (LJC1, LPHY2) pero que contenian algo en

comun lo cual era de contener la auxotrofia a uracilo.

Con el vector pSCNC2 se llevo a cabo la transformacién de las cepas de S.

cervisiae (LJC1, LPHY2). Con el fin de corroborar la identidad de las colonias
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transformantes se realizé un analisis tipo Southern blot utilizando Pstl. El
analisis mostré que el gen estaba presente en las clonas y ademas de mostrar
una senal de un solo tamafo de aproximadamente de 1.7kb. Siendo el objetivo
final determinar la funcién del gen chrNC en levadura, se tenia la duda de si
este hongo podria expresar bien el gen y llevar a cabo la funcién predicha. Aun
cuando ambos son hongos podrian diferir en los detalles de sus componentes
estructurales. Sin embargo, existen antecedentes de haber hecho estudios de
transportadores de membrana en ambos hongos mostrando funcionalidad del
transportador sin ningun problema (Haro, Rodriguez- Navarro., 1999). Un
analisis que determind la correcta traduccién del gen, fue el analisis tipo
Northem blot, en el cual la clona seleccionada (LJC1) al crecerla en medio de
galactosa en dos diferentes tiempos (15 y 28h) mostro sefales muy intensas
del mensajero en ambos tiempos usando como unica fuente de carbono a la
galactosa, mientras que cuando se utilizo la glucosa como unica fuente de
carbono se comprobé de que este azucar era un represor del gen debido a que
en el andlisis no mostraba sefal correspondiente al RNA mensajero. Los
resultados que se obtuvieron en el Northem blot daban una amplia probabilidad
de que la proteina pudiera ensamblarse y llevar acabo la funcion. Durante los
ensayos para determinar la funcionalidad de la proteina la clona se sometié a
diferentes condiciones para poder asegurar la funcionalidad de la proteina. Un
tratamiento a la clona con galactosa 2% antes de colocarla en cromato (0O,
0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6mM) le proveia la oportunidad de expresar la proteina. En
los datos que se obtuvieron de la curva de susceptibilidad, la clona control y la
LJC1 que provenian de un preinoculo de dextrosa al 2% tuvo un
comportamiento muy similar en donde ambas se les inhibia el crecimiento al ir
aumentando la concentracién de cromato mostrando de que el gen por lo tanto
se reprimia en presencia de esta fuente de carbono, mientras tanto que la
clona control y la LJC1 provenientes de un inoculo de galactosa al 2% al
colocarlas en cromato el control se comporto muy similar a su contraparte de
dextrosa pero estas tenia una resistencia mayor de cerca de un 12%, pero la

clona LJC1 se comporto con una resistencia al ion de 34%, mostrando que
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probablemente el gen y la proteina se estaba expresando de manera correcta
en la levadura. (0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6mM) (Fig.10).

IX. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de la transformante de Saccharomyces cerevisiae

mostraron que posiblemente el gen chrNC de Neurospora crassa le confiere

resistencia al cromato por un mecanismo similar al de la proteina ChrA de

Pseudomonas aeruginosa.

X.PERSPECTIVAS

1.

Interrumpir el gen chrNC de Neurospora crassa y realizarle

pruebas de susceptibilidad a cromato.

Determinar el mecanismo de dextoxificacion de cromato en

Neurospora crassa.

Determinar si el gen chrNC es expresado de forma constitutiva.

Realizar un analisis Western blot a la proteina expresada tanto
en Neurospora crassa como en la transformante de

Saccharomyces cerevisiae.

Realizar un analisis de los genes asociados al gen chrNC en

Neu rospora crassa.
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XIl. APENDICE

12.1. Pruebas de susceptibilidad a cromato en Neurospora crassa y
Saccharomyces cerevisiae

12.1.1. Pruebas de susceptibilidad a cromato a Neurospora crassa.
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Figura I. Efecto del cromato de potasio en la cepa de N. crassa en medio minimo. El
hongo se sometié a concentraciones variables de cromato en medio minimo Vogel. Para el
medio liquido se empleo medio Vogel liquido con concentraciones variables de cromato. Se
inoculo 1x10° esporas/mililitro, creciendo durante diferentes tiempos con agitacion constante
28°C/1800rpm.. El calculo se determinaba por el peso seco. Fig. A), n=3

Para medio solido se empleo medio Vogel solido con concentraciones variables de cromato.
Se agregaba una gota de 20ul con una concentracion de 1x10° esporas/ml, creciendo a 28°C.
La resistencia se midié de forma indirecta que consistia en dejar crecer el control y compararlo
con las que contenian cromato y ver la diferencia de crecimiento. Fig. B), n=3

La cepa de N.crassa se inhibi6 en ambos medios a concentraciones de 1.5 — 1.6 mM de
cromato de potasio.
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B)

28 horas 52 horas
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Figura Il. Efecto del cromato de potasio en la cepa de N. crassa en medio enriquecido.
Para el medio liquido se empleo medio PDB con concentraciones variables de cromato. Se
inoculd 1x10° esporas/mililitro, creciendo durante diferentes tiempos con agitacion constante
28°C/1800rpm.. El calculo se determino por peso seco. (Fig.) n=3

Para el medio solido se empleo medio PDA con concentraciones variables de cromato. Se
agregaba una gota de 20pl con una concentraciéon de 1x10° esporas/ml, creciendo a 28°C. La
resistencia se media de forma indirecta, ya que consistia en dejar crecer el control y
compararlo con las que contenian cromato y ver la diferencia de crecimiento. (Fig.B ) n=3

La cepa de N.crassa se inhibié en medio liquido PDB a 1mM, pero con las concentraciones
mas altas de cromato en los ultimos puntos se mantuvo constante el valor final, indicando que
hasta 16mM todavia existia crecimiento , mientras que en el medio solido en un menor tiempo
fue que crecid la cepa aun utilizando la concentracion mas alta de 1mM.
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12.1.2. Pruebas de susceptibilidad a cromato a Saccharomyces
cerevisiae

12.1.2.1. MEDIO MINIMO
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Figura Ill. Efecto del cromato de potasio en la cepa (JCY100) de S. cerevisiae en medio
minimo. Para medio liquido se empleo medio minimo sintético liquido con concentraciones
variables de cromato. Se agrego 1ml de un preinoculo de 12h, y se determino el crecimiento a
600mn cada cada 2 h hasta las 24 h, con agitaciéon constante 28°C/1500rpm.. Fig. A), n=3

Para medio solido se empleo medio minimo sintético solido con concentraciones variables de
cromato. Se agrego 5 gotas, cada una de ellas con diferentes de diferentes concentraciones
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(1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:1000), se prepararon a partir del preinoculo de 12h, llevandola a
DO conocida y a partir de este se hacian las diluciones, se crecieron a 28°C. La resistencia se
media de forma indirecta, ya que consistia en dejar crecer el control. Fig. B), n=3

Se observo que aun en concentraciones un poco mas altas que en N. crassa esta aun seguia
creciendo, se inhibié un poco el crecimiento a partir de 0.4mM pero aun en 0.8mM seguia
creciendo, esto fue en el medio liquido, tanto en el medio solido se pudo observar que en
concentraciones de 0.20mM de inhibia el crecimiento ya que existia un minimo de crecimiento
en todas las gotas de las diluciones y ya en la caja de 0.40mM ya no se observo crecimiento
alguno a las 72h.
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Figura IV. Efecto del cromato de potasio en la cepa (JCY100) de S. cerevisiae en medio
enriquecido. En medio liquido se utilizé medio YPD liquido con concentraciones variables de
cromato. Se le agrego 1ml de un preinoculo de 12h, determinando el crecimiento cada 2h hasta
las 24h a 600nm, con agitacion constante 28°C/1500rpm. Fig. A), n=3

Para medio solido se empled medio YPD solido con concentraciones variables de cromato. Se
le agregd 5 gotas cada una de ellas con diferentes concentracion (1:10, 1:20, 1:50, 1:100,
1:1000) a partir de un preinoculo de 12h que se llevo a una DO conocida y a partir de este se
hacian las diluciones, creciendo a 28°C. La resistencia se media de forma indirecta, ya que
consistia en dejar crecer el control. Fig. B), n=3

En medio liquido se observo que la susceptibilidad fue desde la concentracion 8mM ya que a
10mM se vio que desde las 6 h el crecimiento se mantuvo constante, y se observo que en las
concentraciones de 2 y 4mM le afectaba muy poco el crecimiento por lo cual en la grafica se
pudo comprobar el efecto del cromato en las células. En las cajas de medio YPD de logro
observar que el crecimiento se inhibi6 un poco a concentraciones de 1mM, ya que en
concentraciones mas bajas al tiempo de 72h obtuvimos un crecimiento de todas las diluciones
que colocamos.
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12.2. Extraccién de DNA gendmico de Neurospora crassa.

12.2 kb

4 kb

2.04kb

Figura V. DNA gendmico de Neurospora crassa. Para poder estudiar la funcionalidad del
gen chrNC se extrajo el DNA gendmico de N. crassa, siguiendo el protocolo descrito en
Materiales y Métodos. Para comprobar que el DNA gendmico no estuviera degradado se
procedid a realizarle una separacion por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se observo
una banda en el gel que indico la integridad de DNA aislado. Carriles: 1, marcador de peso
molecular; 2. Producto de la extracciéon de DNA de N. crassa

Flores - Alvarez, 2008. Pagina 45



Andlisis funcional de la proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa en Neurospora crassa

12.3. Extraccién de DNA total de Saccharomyces cerevisiae para analisis
Southern blot.

1 2 3 4 5 6

Figura VI. Extraccion de DNA total de clonas de Saccharomyces cerevisiae. Fotografia de
un gel de agarosa 1% del producto de extraccion de DNA total Carriles: 1, Control LJC1; 2y 3
Clona LJC1; 6, Control LPHY2; 4 y 5 Clona LPHY2.
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