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Resumen

Las proteinas fluorescentes son cadenas de aminoacidos con una caracteristica
muy especial, contienen grupos que al recibir cierta longitud de onda permiten la
emision de un espectro de luz diferente al recibido (fluorocromos) es decir
producen fluorescencia. La formacion del fluorocromo se lleva a cabo en presencia
de O2 molecular por una oxidacion en la region central de la proteina, donde se
encuentra una secuencia de aminoacidos especifica que en la proteina verde
fluorescente (GFP) es, Ser®®-Tyrb6-Gly%’ produciendo fluorescencia que se
observa como luz verde. Debido a que el fluorocromo de la GFP se forma
espontdneamente estd puede ser usada como marcador a practicamente
cualquier proteina. Las PFs son grandes herramientas utilizadas como
marcadores moleculares para el monitoreo de procesos in vivo, estas proteinas
han sido utilizadas en diferentes tipos de organismos, mamiferos, plantas y
algunos hongos. Mucor circinelloides es un zigomiceto dimorfico, para el cual no
existe una herramienta molecular que permita la observacidén de procesos in vivo.
En el equipo de trabajo se realizaron diferentes construcciones que contienen
genes que codifican para distintas proteinas fluorescentes. Las cuales se
encuentran en cepas transformadas de M. circinelloides (R7B). Por lo cual fue de
nuestro interés evaluar la posible fluorescencia de diversas PFs en la cepa de
Mucor circinelloides R7B. Nuestros resultados mostraron una autofluoresencia
muy fuerte en la cepa R7B, en los espectros verde, rojo y azul siendo esté ultimo
el que presenta la mayor intensidad. Se desconoce las moléculas implicadas en
dicha autofluorescencia. En las cepas transformadas con los plasmidos que
expresan las PFs, la fluorescencia fue la misma que en la emitida por la misma
cepa control, por lo que no se observd una expresion de las proteinas
fluorescentes. Por lo tanto la autofluorescencia de la cepa R7B de M. circinelloides
es muy fuerte impidiendo observar una expresion clara de las proteinas

fluorescentes que fueron analizadas.

Palabras clave: Mucor circinelloides, proteinas fluorescentes, autofluorescencia.
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Abstract

Fluorescent proteins are special polypeptides; they have a chromophore group in
their structure. This group has the ability to produce fluorescence in specific
conditions; when the protein is excited at certain wavelength in presence of
molecular oxygen (Oz) an oxidation reaction occurs that renders the chromophore
formation. In the middle of the protein there are three amino acids, they are the
responsible of the activation of the chromophore. Those residues are 65 — 67 in the
Green Fluorescent Protein-GFP (Ser®°-Tyr66-Gly%’). The GFP protein has been
used as a great marker since it was cloned in 1992. GFP gene has been
expressed in different organisms, from bacteria followed by yeast, mammals,
plants and filamentous fungi. Flourescent Proteins are one of the greatest
molecular tools that are used as molecular markers to understand life process.

Mucor circinelloides is a dimorphic fungus belonging to the Zygomicete class; there
Is not a fluorescent protein tool to be used in this fungal organism. In this work, we
have made different expression plasmids with fluorescent protein genes. All the
plasmids were transformed into M. circinelloides R7B strain. We evaluated the
fluorescence of these FP’s in R7B strain. However, our results showed a high level
of autofluorescence in this fungus on green, red and blue colors of the visible
spectrum, the blue was the highest autofluorescence. The transformed strains
showed the same fluorescent respect to the control strain plasmidless, indicating
not enough fluorescent protein expression to overcome the autofluorescence of M.
circinelloides. Therefore the strong autofluorescence of M. circinellloides R7B

strain was the main reason that did not see the fluorescent proteins expression.

Key words: Fluorescent proteins, chromophore, Mucor circinellloides,

autofluorescence, GFP.
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1. Introduccion
1.1. Proteinas fluorescentes
1.1.1. Generalidades

La proteina verde fluorescente (GFP) por sus siglas en inglés, fue descubierta
hace 45 afos (Shimomura y col., 1962). La GFP de Aequorea victoria fue ganando
mas atencidn después de su clonacion en el afio de 1992 (Prasher y col., 1992),
una demostracion de la utilidad de esta proteina como etiqueta fluorescente fue
como marcador para la expresion genética en el gen Mec 7 de C. elegans el cual
codifica para una B-tubulina (Chalfie y col., 1994).

Se han descubierto un gran niamero de proteinas que producen bioluminiscencia
como la GFP en especies como Anthozoa (Matz y col., 1999) e Hydrozoa (Shagin
y col., 2004).

El descubrimiento y desarrollo de las mudltiples variantes de proteinas
fluorescentes han revolucionado el estudio de los sistemas vivos. Todos estos
acontecimientos fueron reconocidos por el premio nobel en quimica en el afio
2008 otorgado a Dres Shimomura, Chalfie y Tsien que participaron
escalonadamente en dilucidar la estructura y funcion de la proteina verde

fluorescente (GFP).

Actualmente el uso de la GFP, variantes y homologas de diferentes colores son
usadas en diversas aplicaciones para estudiar la organizacion y funcién de las

moléculas en los sistemas vivos (Dimitriy y col., 2009).

El gran éxito de estas proteinas se debe a las grandes ventajas que la proteina
GFP ha presentado sobre otros marcadores, en primer lugar este tipo de proteinas
nos permiten observar procesos in vivo, ya que pueden ser detectadas sin dafar
el tejido; ademas de que no requiere del uso de otro sustrato para su visualizacion

(Lorang y col., 2001).

David Vargas Tejeda 3
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1.1.2. Estructuray funcion

Las proteinas de la familia de la GFP estan conformadas de 220 a 240 residuos
aminoacidicos y aproximadamente 25 kDa de peso (Dimitriy y col., 2009); por
ejemplo la GFP esta conformada por 238 aminoacidos, y tienen un peso de
27 kDa, absorbe una longitud de onda entre 395y 475 nm, emitiendo una longitud

maxima de 508 nm (Lorang y col., 2001).

La cadena de aminoacidos forma un cilindro a base de estructuras B-laminar
acopladas en forma de hélice (Ormo y col., 1996). El grupo croméforo se forma en
el centro de este cilindro y est4 conformado por 3 amino&cidos localizados en las
posiciones 65, 66, y 67 (Figura 1) (siendo Ser®>-Tyré6-Gly%” para la GFP) (Dimitriy
y col., 2009).

El aminoacido de la posiciéon 65 puede variar, pero Tyr®-Gly®’ son estrictamente
conservadas en todas las proteinas derivadas de la GFP (Figura 2). Como ya se
menciond este grupo es localizado en el centro del cilindro, donde es protegido del
contacto con solventes que se encuentren en la capa de la proteina. El cilindro es
estabilizado por diversas interacciones no covalentes y es extremadamente
estable en condiciones de altas temperaturas y muy resistentes ante la protedlisis
(Bokman y col., 1981; Tsien y col., 1998).

La fluorescencia de la GFP solo requiere de luz UV o azul, y oxigeno molecular
(O2), por tanto no es como los marcadores como [-glucuronidasa,
B-galactoronidasa y otros que dependen de cofactores o sustratos para su

actividad (Lorang y col., 2001).

Todas las proteinas derivadas de la GFP tienden a oligomerizarse, La GFP es
considerada un mondémero, pero a concentraciones altas forma dimeros (Culter y
col.,, 1997). La estructura tetraédrica de las proteinas fluorescentes fue por
primera vez revelada en estudios de cristalografia, siendo la proteina fluorescente
DsRed de Discosoma sp (Wall y col., 2000).

David Vargas Tejeda 4
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El cromoforo de la proteina verde fluorescentes (GFP) se forma por la ciclacién de
los aminoacidos Ser-Tyr-Gly, esto ocurre por la deshidrogenacion del Ca-C de la
Tyr® catalizada por oxigeno molecular Oz (Lorang y col., 2001). Esta reaccion
produce una estructura de dos anillos en la cual se conjuga un sistema 11 largo,
polarizado y lo suficiente plano para poder absorber y emitir luz en el espectro
visible (Dimitriy y col., 2009).

Ser65 Cromoforo

Figura 1. Estructuras de la proteina y croméforo de la proteina GFP.
A Estructura tridimensional de la proteina GFP, la cual muestra la forma del
cilindro que forman las laminas B y el grupo croméforo en el centro de este. B
Estructura tridimensional del cromdéforo de la GFP compuesto por los aminoacidos

Seres-Tyres-Glys7 (Modificada Dimitriy y col., 2009).

David Vargas Tejeda 5
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Figura 2. Alineacion de secuencias de las proteinas derivadas de GFP.
En la imagen se pueden apreciar las cadenas de aminoacidos de diferentes
proteinas fluorescentes, y se indica en el recuadro naranja la zona en donde se
encuentran los aminoacidos responsables de la formacién del croméforo de cada
una de ellas, observando que los ultimos dos aminoacidos se conservan como en
la GFP silvestre. Las secuencias analizadas se obtuvieron a partir de la base de
datos de SNAP GENE
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1.1.3. Evolucion y diversidad de colores.

La diversidad de croméforos que existen hoy en dia en las diferentes versiones de
proteinas fluorescentes se deben principalmente a dos cosas: la primera de ellas a
la modificacién y manipulacién de la proteina GFP silvestre (Labas y col., 2002),
la segunda es debido al descubrimiento de mas proteinas en organismos diversos
gue comparten hasta cierto punto un antecedente filogenético con la medusa
Aequora victoria (Dimitry y col., 2009). Los espectros mas comunmente

encontrados son cyan, verde y rojo (Labas y col., 2002).

La diversidad natural de proteinas fluorescentes fue extendida por medio de la
mutagénesis (Dimitry y col., 2009), pero como se realizd esto, como se menciond
anteriormente las proteinas derivas de la GFP solo cambian el aminoacido Ser®>,
para la obtencion de diferentes colores, pero también se intentd sustituir el
aminoacido Tyr% por otros aromaticos tales como Phe, His, y Trp con lo que se
obtuvo de resultado proteinas fluorescentes en el espectro del azul.

Las proteinas resultantes del uso del Trp en la posicion 66 fueron las de color
Cyan con una emisién de 475 nm para una absorcion de 435 nm, entre ellas
ECFP (Heim y col., 1994, 1996), mTurquoise (Goedhart y col., 2010), TagCFP
(Evrogen JSC) entre otras. El resultado del uso de la His en la posicion 67 fueron
las que poseian cromoéforos de color azul como la EBFP (Heim y col., 1995, Yang
TT y col., 1998), EBFP (Ai HW y col., 2007), azurita (Mena y col., 2006), las cuales
tienen una longitud de onda de excitacion de 383 nm y una longitud de emisién de
448 nm (Heim y col., 1994).

Para la obtencién de la proteina YFP se realizé una sustitucién en el aminoacido
Thr?2%3 por Tyr, el cual se une al croméforo de la GFP por medio de un enlace -1
entre Tyr?® y Tyr?%3 provocando la fluorescencia amarilla, esto fue comprobado por
medio de cristalografia (Ormo y col., 1996, Wachter y col., 1999). Afios después
se descubrid una proteina silvestre a la que se le llamo phiYFP, la cual fue

clonada posteriormente (Shagin y col., 2004).

David Vargas Tejeda 7
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Las proteinas mutantes provenientes de la GFP han eliminado las desventajas de
la misma tales como el los plegamientos inadecuados a altas temperaturas y el
fotoblanqueo (Cubitt y col., 1995; Lippincott-Schwartz y col., 2003).

Las proteinas RFP’s (mStrawberry, mPlumb entre otras) contienen croméforos
derivados de la DSRED (Verkhusha y col., 2004), los cuales en forma de anién
poseen una excitacion y una emision de 560-580 y 570-610 nm respectivamente
(lanushevich y col., 2003, Labas y col., 2002). La variante mOrange surge de la
introduccion del aminoacido Thr®® en el croméforo DsRED (Shu y col., 2006).

1.1.4. Aplicaciones biolégicas

Debido a que la GFP y las demas FP’s tienen demasiadas ventajas, utilizdndola
como marcador in vivo para monitorear procesos dinamicos en células u
organismos, tales como que su fluorescencia puede ser medible directamente sin
proteinas, sustratos o cofactores adicionales (Chalfie y col,1994; Gubin y col.,
1997). Las proteinas fluorescentes tienen una gran variedad de aplicaciones en el
campo de la biologia molecular relacionada con el estudio de sistemas vivos, y

estas aplicaciones dia a dia se expanden (Dimitry y col., 2009).

Uno de ellas es el uso de proteinas fluorescentes para el etiquetado de proteinas
de interés, esto es realizado por medio de una construccion genética en la cual la
FP es afladida a la proteina; la cual podra ser vista y localizada in vivo gracias a la
fluorescencia emitida, la primer demostracion de ello se llevé a cabo en el afio de
1994 (Wang y col., 1994). Hoy en dia el etiquetado de proteinas es una de las

aplicaciones mas populares de las FP’s.

Otra aplicacion son las técnicas de foto-blanqueamiento las cuales pueden ser
utilizadas para estimar la movilidad de las proteinas en células vivas, asi como
observar la influencia de factores externos en esta movilidad (Lippincott-Schwartz
y col., 2003).

Este tipo de proteinas también pueden ser utilizadas para el analisis de expresion

de promotores heterologos, estas PF’'s son clonadas bajo el control de un

David Vargas Tejeda 8
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promotor de interés, una proteina fluorescente puede resaltar la actividad del

promotor en una condicién determinada (Chen y col., 2006; Plautz y col., 1996).

Hablando del uso de las FP’s fusionadas a promotores heterologos, siendo
fusionodas a un promotor especifico pueden ayudar a visualizar cierto tipo de
células dentro de un organismo completo, pudiendo utilizarse en el area de la
neurobiologia (Livet y col., 2007; Young y col., 2004), el estudio del cancer
(Hofman, 2008, Turchin y col., 2008), ademés del estudio de expresion de genes
implicados en la patogénesis durante el desarrollo de una infeccion fungica
(Kahmann y col., 2001, Di pietro y col., 2001).

1.1.5. Las Proteinas fluorescentes en hongos

Como ya se ha mencionado las proteinas fluorescentes son una poderosa
herramienta molecular para el estudio in vivo de diversos células, tejidos, y
organismos. Desde la clonacion de la proteina GFP de Aqueora victoria (Prashery
col., 1992), esta se ha utilizado en diversos organismos como una herramienta de
estudio en diversos procesos, desde el etiguetamiento de proteinas hasta la

realizacion de estudios de la interaccion hongo-planta (Lorang y col., 2001).

La vasta mayoria de los estudios realizados en organismos fangicos utilizando la
expresion de GFP son en levaduras (Cormack y col., 1998), sin embargo ya se
han realizado varios trabajos utilizando la GFP o alguna de sus variantes en

hongos filamentosos (Fernandez-Abalos y col., 1998; Suelmann y col., 2000).

Siendo U. maydis el primer hongo filamentoso en el cual se llevé a cabo con éxito
la expresion del gen GFP de Aqueora victoria (Spellig y col., 1996), seguido de
Aspergillus nidulans (Suelmann y col., 1997) y Aureobasidium pullulans (Vanden y
col., 1997).

Gracias a la fusion del gen GFP al gen Tubl, que codifica una tubulina en el
hongo filamentoso U. maydis, se comprobé in vivo como se producen los cambios
en el citoesqueleto en la transicion entre la forma levaduriforme y la forma

filamentosa que ocurre durante el proceso de infeccion (Steinberg y col., 2001).

David Vargas Tejeda 9
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El nucleo de A. nidulans fue marcado y visualizado en tiempo real, para observar
la migracién y mitosis, por primera vez se vio el comportamiento especifico del

ndcleo en varias etapas de desarrollo (Fernandez-Abalos y col., 1998).

La deteccién In vivo a lo largo del tiempo es quizas el sello distintivo de la GFP
mas apreciado a la hora de estudiar la biologia celular de los hongos filamentosos.
Debido a su anatomia simple y al rapido crecimiento, los hongos filamentosos son
adecuados para tales investigaciones. Esto se ha demostrado en A. nidulans
(Suelmanny col., 1997; 2000).

El gen GFP también ha sido utilizado en el analisis de expresion de genes en
hongos mediante su fusion a los promotores de interés (Kahmann y col., 2001;
Lorang y col.,, 2001). En Fusarium oxysporum se visualizé el proceso completo de
infeccion de la planta huésped por parte del hongo empleando el promotor gpdA

de A. nidulans para dirigir la expresion del gen GFP (Di Pietro y col., 2001)

El gen EGFP y sus derivados han sido expresados satisfactoriamente en células
de Caenorhabditis elegans (Chalfie M y col., 1994), en levaduras (Flach J, y col.,
1995; Niedenthal y col.,, 1996), en mamiferos (Pines y col., 1995), y hongos
filamentosos (Spellig y col., 1996)

1.2. Mucor circinelloides

Mucor circinelloides es un hongo filamentoso perteneciente a la clase de los
Zygomycetes, dentro del orden de los mucorales (Blasco, 2001) Esta clase incluye
mas de 3000 especies conocidas, las cuales pueden ser encontradas en
diferentes ambientes del mundo. Todas las especies de esta clase se caracterizan
por presentar una reproduccion sexual por medio de zigosporas. La mayor parte
de los zigomicetos presentan hifas aseptadas, formando una sola célula

multinucleada (Jordan, 2014).
1.2.1. Generalidades

Mucor es un género que engloba a aquellas especies que producen el moho

comunmente encontrado en aceite, plantas y vegetales en proceso de
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descomposicion. Las colonias de este género son de color blanco a cierto tono
beige, aunque después de tiempo por la maduracion de sus esporas llegan a
verse de color gris o marron (Blasco, 2001).

M. circinelloides es un zigomiceto dimorfico (Libbehisen y col., 2003). Este es un
buen modelo de estudio en la diferenciacion celular por respuestas celulares a la
luz (Murcia-Flores y col., 2007). Es considerado como un patdégeno emergente en
pacientes inmunocomprometidos (Bastidas y col.,, 2012), ademas se le ha
asociado a la contaminacién de frutos como el noni (Nishijima y col., 2011).
Recientemente, se han realizado estudios acerca de la posibilidad de utilizar a M.
circinelloides para la produccion de biodiesel, debido a la acumulacion de lipidos
que realiza por transesterificacién, dando lugar a una nueva fuente de energia que
podria competir con las biomasas vegetales (Vicente y col 2009; Xia y col., 2011).
Se ha investigado su metabolismo para la obtencién de etanol, y evaluado el
rendimiento de la produccion modificando condiciones de crecimiento (Wikandari y
col., 2012).

El evento méas estudiado en el hongo M. circinelloides es el dimorfismo
(Lubbehisen y col., 2003), éste presenta otro tipo de eventos diferenciativos, tal
como la sintesis de carotenos, inducida por la presencia de luz (Murcia-Flores y
col.,, 2008) provocando la generacion de colonias de tonalidad amarillenta a
diferencia de las crecidas en oscuridad que resultan ser albinas. Ademas de que
es notable el desarrollo acelerado de estructuras reproductivas y de la
esporulacién, debido a la presencia de luz.

Se ha estudiado a M.circinelloides como huésped heterdlogo para la produccién
de enzimas de importancia industrial, como el estudio del efecto del dimorfismo en
el proceso de produccion y actividad enzimatica de glucosa oxidas. En el cual se
encontré6 una mayor produccion de esta enzima durante el estado de levadura
(Bredenkamp y col. 2010).

El genoma de este organismo ya ha sido secuenciado y se encuentra disponible
en la red (http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html). Su material
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genético esta distribuido en 9 cromosomas tratandose de 11,719 genes en 36.6
millones de pares de bases (http//www.ncbi.nlm.nih.gov.genome/2804). Se trata
de un genoma muy parecido en comparacién con otros hongos, como por ejemplo
los zigomicetos R. oryzae con 45.3 Mb (Ma y col., 2009) y P. blakesieeanus con
30Mb (Corrochano y Ruiz-Albert, 2004), y otros como Saccharomyces cerevisiae
de 12Mb (Kruglyak y col., 2000).

1.2.2. Ciclo de vida

M. circinelloides presenta dos diferentes ciclos de vida, sexual y asexual. El sexual
permite la recombinacién genética, apareciendo nuevas combinaciones en la
descendencia, mientras el asexual permite la reproduccion mediante mitosis del
hongo. (Jordan, 2014)

M. circinelloides es capaz de generar tres tipos diferentes de esporas: 1)
zigosporas que son productos de recombinacion genética, 2) esporangioesporas
que sirven como mecanismo de dispersion y 3) atrosporas las cuales aseguran la
supervivencia bajo condiciones adversas de crecimiento (Orlowski, 1991,
Lubbehusen y col., 2003).

Ciclo asexual

Este ciclo comienza con la germinaciébn de las esporas, las cuales son
multinucleadas. Estas comienzan a emitir hifas que crecen en la superficie de
crecimiento, hasta que se diferencian para producir hifas aéreas, ramificadas que
forman esporangioforos que daran lugar a los esporangios que contendran las
nuevas esporangiosporas. (Jordan, 2014)

Ciclo sexual

La reproduccion sexual se lleva a cabo cuando existe la fusion de hifas de origen

heterotalico que llevan finalmente a la formacion de zigosporas.
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La zigospora permanece en reposo antes de germinar y producir una estructura
alargada conocida como esporangiéforo el cual presenta un cuerpo esférico en la
punta conocida como esporangio del cual se desprenderdn las
esporangioesporas. Estas son elipsoidales y aunque derivan exclusivamente del
hébitat miceliar de Mucor son capaces de desarrollar hacia la morfologia
levaduriforme o miceliar dependiendo de la disponibilidad del oxigeno y de los
nutrientes como la fuente de carbono (Lubbehiisen y col., 2003).

1.2.3. Dimorfismo

Algunas especies de hongos se caracterizan por su crecimiento alternativo entre
hifa y levadura, dependiendo de las condiciones ambientales. A este cambio
peculiar en el crecimiento se le denomina dimorfismo. Esta es una caracteristica
muy importante en muchos patégenos de plantas como de animales y humanos,
siendo normalmente una de las dos morfologias la que causa la patogenicidad
(Jordan, 2014). Normalmente Mucor no afecta a los humanos, pero cuando llega a
hacerlo siempre es en su morfologia de hifa (Blasco y col., 2001). Ademas,
recientemente se ha corroborado que el tamafio de la esporangiospora es
importante en la virulencia (Li y col., 2010). Conocer las bases moleculares del
cambio entre cada una de las morfologias en los hongos patégenos es de gran
importancia para poder controlar la enfermedad. Donde mas se ha estudiado este
tipo de cambios es en ascomicetos patégenos humanos, como Candida albicans,
Blastomyces dermatitidis o Hisstoplasma capsulatum, patégenos humanos.
(Jordan, 2014)

El dimorfismo en M. circinelloides es un proceso totalmente reversible
dependiendo de las condiciones de crecimiento. Si las esporangiosporas se
crecen en anaerobiosis se favorece el crecimiento isotrépico (levadura), mientras
gue en aerobiosis el crecimiento de M. circinelloides es polarizado (flamentos).
Ademas que en el ambiente gaseoso, el crecimiento levaduriforme requiere de

una fuente de carbono fermentable (Bartnicki-Garcia, 1968).
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Los crecimientos filamentosos y levaduriformes de M. circinelloides no son
terminales y puede haber conversién de levadura a micelio o de micelio a levadura
modificando las condiciones de crecimiento (Mclintyre y col., 2002). Las hifas del
género Mucor son multinucleadas y cenociticas. Las levaduras presentan forma

esférica y son multinucleadas también. (Ocampo y col., 2012).

La artrospora es la estructura menos estudiada y entendida del genero Mucor, y
se ha propuesto la funcionalidad de esta como un mecanismo de supervivencia ya
que se forma al final del crecimiento logaritmico o bajo condiciones nutricionales
desfavorables (Orlowski, 1991).
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2. Justificacion

Para Mucor circinelloides no existe una herramienta permita la visualizacion in vivo
de la presencia de moléculas como es el uso de las proteinas fluorescentes para
la observacion de las mismas. Por lo tanto es de nuestro interés obtener una

herramienta molecular la cual pueda ser utilizada en nuestro modelo de estudio.

3. Objetivos

» Observar la expresion de proteinas fluorescentes en el crecimiento micelial
de M. circinelloides
» Observar la expresion de proteinas fluorescentes en el crecimiento

levaduriforme de M. circinelloides
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4. Estrategia experimental
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5. Materiales y métodos
5.1. Cepas utilizadas

Las cepas de Escherichia coli se utilizaron como receptoras de los vectores de
clonacion y subclonacién creados con los genes que codifican para proteinas
fluorescentes y las cepas de M. circinelloides transformadas con los vectores
derivados del pEUKA4 que fueron utilizadas para la expresion de los genes que

codifican para proteinas fluorescentes (PF) Se describen en la Tabla 1.
5.2. Medios de cultivo

LB (Luria Bertani) (Peptona de Caseina, Extracto de levadura, Cloruro de
Sodio)

Cada litro de medio LB contenia 10 g de Peptona de Caseina, 5 g de Extracto de
levadura, 5 g de Cloruro de Sodio, para la preparacion del medio sélido se afiade
agar (15 g/L) previamente a su esterilizacion en autoclave a 121°C durante 15 min.
Cuando se necesitd, posterior a su esterilizaciébn, se afadiéo el antibiético

ampicilina a una concentracion final de 100 pg/mL.

YNB (Yeast Nitrogen Base)

Medio minimo sin aminoacidos, cada litro de medio YNB contenia 20 g de
dextrosa (BD Bioxon), 6.7 g de Yeast Nitrogen Base (SIGMA); para la preparacion
del medio sélido se le aflade 20 g de agar bacterioldgico.

YPG (Glucosa, Peptona de Gelatina, Extracto de Levadura)

Cada litro de medio YPG contenia 3 g de extracto de levadura (BD Bioxon), 10 g
de peptona de gelatina (BD Bioxon), 20 g de dextrosa (BD Bioxon); para la
preparacion del medio sélido se le afiade 20 g de agar bacteriolégico (BD Bioxon)

antes de llevarlo a esterilizar (Bartnicki-Garcia, 1968).
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TABLA 1. Cepas obtenidas y utilizadas en el presente trabajo

Cepa

Descripcién

Escherichia coli IM101

Cepa estandar de laboratorio. Utilizada
como portadora de los vectores de

clonacién y subclonacion.

Escherichia coli IM101 pJET-EGFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como
portadora del vector pJET-EGFP

Escherichia coli JIM101 pJET-RFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como
portadora del vector pJET- RFP

Escherichia coli IM101 pJET-CFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como
portadora del vector pJET- CFP

Escherichia coli IM101 pJET-CherryFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como

portadora del vector pJET- CherryFP

Escherichia coli IM101 pJET-OrangeFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como

portadora del vector pJET- OrangeFP

Escherichia coli IM101 pJET-StrawberryFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como

portadora del vector pJET- StrawberryFP

Escherichia coli IM101 pEUK4-EGFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como
portadora del vector pEUK4-EGFP

Escherichia coli IM101 pEUK4-RFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como
portadora del vector pEUK4-RFP

Escherichia coli IM101 pEUKA4-CFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como
portadora del vector pEUK4-CFP

Escherichia coli IM101 pEUK4-CherryFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como

portadora del vector pEUK4-CherryFP

Escherichia coli IM101 pEUK4-OrangeFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como

portadora del vector pEUK4- OrangeFP

Escherichia coli JM101 pEUK4-

StrawberryFP

Cepa de Escherichia coli utilizada como

portadora del vector pEUK4- StrawberryFP

M. circinelloides R7B

ATCC 90680, cepa auxotrofa a leucina
derivada de la cepa ATCC 1216b (Roncero
y col., 1989).
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M. circinelloides R7B pEUK4-EGFP

R7B
transformada con el vector pEUK4-EGFP

Cepa de Mucor circinelloides
(Proporcionada por el grupo de trabajo del
Dr. Victor Garre de la Universidad de

Murcia Espafia)

M. circinelloides R7B pEUK4-RFP

circinelloides R7B
pEUK4-RFP

(Proporcionada por el grupo de trabajo del

Cepa de Mucor

transformada con el vector

Dr. Victor Garre de la Universidad de

Murcia Espafia)

M. circinelloides R7B pEUK4-CFP

circinelloides R7B
pEUK4-CFP

(Proporcionada por el grupo de trabajo del

Cepa de Mucor

transformada con el vector

Dr. Victor Garre de la Universidad de

Murcia Espafia)

M. circinelloides R7B pEUK4-CherryFP

circinelloides R7B
pEUK4-
CherryFP (Proporcionada por el grupo de

Cepa de Mucor

transformada con el vector

trabajo del Dr. Victor Garre de la

Universidad de Murcia Espafia)

M. circinelloides R7B pEUK4-OrangeFP

circinelloides R7B
pEUK4-

OrangeFP (Proporcionada por el grupo de

Cepa de Mucor

transformada con el vector

trabajo del Dr. Victor Garre de la

Universidad de Murcia Espafia)

M. circinelloides R7B pEUK4-StrawberryFP

circinelloides R7B
pEUKA4-

StrawberryFP (Proporcionada por el grupo

Cepa de Mucor

transformada con el vector
de trabajo del Dr. Victor Garre de la

Universidad de Murcia Espafia)
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5.3. Plasmidos

Para las clonaciones se utilizo el vector pJET 1.2/Blunt con un tamafio de 2.974

Kpb el cual tiene un sitio mdltiple de clonacion, con un gen de seleccion

resistencia para Ampicilina (Ap). (CloneJet)

El vector utilizado para la subclonacion fue pEUKA4-gox1 el cual es un vector de

expresion de 9.993 Kpb disefiado para la cepa R7B de M. circinelloides, con sitio

multiple de replicacion con un gen que otorga resistencia contra Ampicilina (Ap);

con una region para leucina. Con sitios de Restriccion 5’ — 3’ Xhol — Notl. Un gen

de Glucosa Oxidasa insertado en las posiciones 3058 — 4875, en el sitio de

expresion. En la Tabla 2 se muestran todas las construcciones realizadas con los

vectores.

TABLA 2. Tabla de plasmidos.

Plasmidos Descripcion

pJET-EGFP Plasmido de 3708 pb, resultante de clonar el vector
pJET1.2/Blunt con regiones rio arriba y abajo del gen EGFP
(720 pb) Con sitios Xhol — Notl (En este trabajo)

pJET-RFP Plasmido de 4449 pb, resultante de clonar el vector
pJET1.2/Blunt con regiones rio arribay abajo del gen RFP (1.1
Kb) Con sitios Xhol — Notl (En este trabajo)

pJET-CFP Plasmido de 3720 pb, resultante de clonar el vector

pJET1.2/Blunt con regiones rio arriba y abajo del gen CFP
(732 pb) Con sitios Xhol — Notl (En este trabajo)

pJET-CherryFP

Plasmido de 3696 pb, resultante de clonar el vector
pJET1.2/Blunt con regiones rio arriba y abajo del gen
CherryFP (708 pb) Con sitios Xhol — Notl (En este trabajo)

pJET-OrangeFP

Plasmido de 3699 pb, resultante de clonar el vector
pJET1.2/Blunt con regiones rio arriba y abajo del gen
OrangeFP (711 pb) Con sitios Xhol — Notl (En este trabajo)

pJET-StrawberryFP

Plasmido de 3699 pb, resultante de clonar el vector

pJET1.2/Blunt con regiones rio arriba y abajo del gen
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StrawberryFP (711 pb) Con sitios Xhol — Notl (En este trabajo)

pEUK4-EGFP Plasmido de 8891 pb resultante de clonar el vector pEUK4 con
regiones rio arriba y abajo del gen EGFP (720 PB) Con sitios
Xhol — Notl (En este trabajo)

pEUK4-RFP Plasmido de 9632 pb resultante de clonar el vector pEUK4 con
regiones rio arriba y abajo del gen RFP (1.1 kB) Con sitios Xhol —
Notl (En este trabajo)

pEUK4-CFP Plasmido de 8903 pb resultante de clonar el vector pEUK4 con
regiones rio arriba y abajo del gen CFP (732 PB) Con sitios Xhol
— Notl (En este trabajo)

pEUK4-CherryFP Plasmido de 8879 pb resultante de clonar el vector pEUK4 con
regiones rio arriba y abajo del gen CherryFP (708 PB) Con sitios
Xhol — Notl (En este trabajo)

pEUK4-OrangeFP Plasmido de 8882 pb resultante de clonar el vector pEUK4 con
regiones rio arriba y abajo del gen OrangeFP (711 PB) Con
sitios Xhol — Notl (En este trabajo)

pEUK4-StrawberryFP | Plasmido de 8891 pb resultante de clonar el vector pEUK4 con
regiones rio arriba y abajo del gen StrawberryFP (711 PB) Con

sitios Xhol — Notl (En este trabajo)

5.4. Amplificaciéon de los genes de proteinas fluorescentes por PCR

Los oligonucledtidos fueron disefiados a partir de las secuencias analizadas en el
software DNASTART Seq-Builder los cuales se muestran en la Tabla 3. Para la
amplificacion por PCR se realizé una mezcla de reaccién en la cual se agrego6 1 uL
del plasmido pEGFP y en otra el pYFP (La RFP se amplifico a partir de DNA total
de Arabidopsis thaliana), los oligonucle6tidos Directo y Reverso se utilizaron a una
concentracion de 20 picomoles (se agregd 1 pL), a la reaccion se le agrego 12.5
uL de una mezcla llamada Master Mix (Promega), la cual contiene la enzima Taq
polimerasa, MgClz2, dNTPs y un amortiguador de reaccion. La mezcla de reaccion
se llevo a un volumen final de 25 pL. Las PCR se llevaron a cabo empleando un
termociclador MultiGene™Gradient Thermal Cyce utilizando las condiciones

descritas en la Tabla 4.
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TABLA 3. Oligonucledétidos empleados en la amplificacion por PCR de los

genes de PF.

GEN | Oligonucle6tido Secuencia 5’ > 3 Orientacion

EGFP | G,B,YFP-FWD ACTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG Directo
G,BFP-REV BGCGGCCGCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG | Reverso

EYFP | G,B,YFP-FWD ACTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG Directo
YFP-REV BGCGGCCGCTACAGCTCGTCCATGCCGAGAG Reverso

RFP

SFP Cherry-FWD ACTCGAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGAT Directo

OFP

CFP | Cherry-REV BGCGGCCGCACTTGTACAGCTCGTCCATGCC | Reverso

En la secuencia se tienen subrayados los sitios de restriccion para las enzimas #Xhol y BNotl.

TABLA 4. Condiciones de PCR para la amplificacion de los genes que

codifican para PF.

Condiciones de Amplificacion 30 Ciclos

GEN Desnaturalizacion | Desnaturalizacion | Alineamiento | Extension | Extension
Inicial Final

EGFP 95°C/2’ 95°C/30” 60°C/1’ 72°C/1’ 72°C/5’

EYFP

RFP

SFP

OFP 95°C/2’ 95°C/30” 50°C/1’ | 72°C[1.30’ | 72°C/5’

Cherry

Cyan
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5.5. Aislamiento de plasmidos

El DNA de los plasmidos recombinantes fue obtenido a través del método de lisis
alcalina (Birboim y Doly, 1979; Ish-Horowics y Burke, 1981), de acuerdo al
siguiente protocolo:

Se deja crecer un cultivo bacteriano en caldo Luria por 18 H a 37 °C en agitacion
(220 rpm); se cosechan las bacterias en tubos Eppendorf de 1.5 mL, centrifugando
durante 2 min a 12000 rpm. Se decantdé el sobrenadante y el sedimento se
resuspendio en 100 pL de una solucién de STE (Sacarosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM
pH 8.0 y EDTA 10Mm pH 8.0) y se le adicionaron 20 pL de enzima lisozima (20
mg/mL), posteriormente se mezcld y se dejé incubando durante 5 min a 37 °C. En
el siguiente paso se le agreg6 300 pL de una solucién recién preparada de NaOH
0.2 N y SDS (Dodecil sulfato de sodio) 1 %, se agitd y se incub6 por 10 min en
hielo. Posteriormente se le afiadié 200 uL de una solucion de acetato de potasio 5
M a pH 4.8, se mezcl6 y se incubé por 10 min en hielo (formacién de precipitado).
Se centrifug6 durante 10 min a 13000 rpm y con un palillo estéril se tomaron los
restos celulares del fondo del tubo; al sobrenadante se le afiadié 500 uL de una
mezcla de Fenol-Cloroformo, se agité moderadamente y se centrifugo durante 10
min a 12000 rpm; se recuperd la fase acuosa superior y se le agregd 1 mL de
etanol absoluto frio y se llevd a incubar por 20 min a -20 °C. Posteriormente se
centrifugd a 12000 rpm por 15 min para recuperar el DNA precipitado, el cual se
lavé dos veces con 500 pL de etanol al 70 %, centrifugando por 2 min a 12000
rpm. Al finalizar la pastilla se sec6 a 65 °C y se resuspendié en 50 yuL de H20
grado HPLC estéril, y se le adicioné 5 uL de RNAsa (2 mg/mL), se incub6 a 37 °C
por 30 min; posteriormente se inactivo a 65 °C por 15 min. Las muestras de DNA

fueron sometidas a electroforesis o se almacenaron a -20 °C.
5.6. Electroforesis en geles de agarosa

El corrimiento electroforético de las muestras obtenidas en el aislamiento de
plasmido se llevaron a cabo en geles de agarosa al 1 % en amortiguador TAE
(Tris-acetato 0.04 M pH 8 y EDTA 0.001 M pH 8). El gel se corrié en una camara
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de electroforesis horizontal con el amortiguador ya mencionado. Las muestras de
DNA se mezclaron con buffer de carga (azul de bromofenol 0.05 %, EDTA 0.1 M
pH 8, SDS 0.5 % y sacarosa 40%). El corrimiento se realizé a un voltaje de 75
volts por 40 min. El gel se tifié con una solucion de bromuro de etidio al 0.01 % por
5 min y se reveld en un transiluminador de luz ultravioleta de onda corta. Como
marcador de DNA molecular se utilizé el Lambda DNA ladder digerido con Hindlll

y 1Kb-DNA ladder para los corrimientos de restricciones.
5.7. Tratamientos con nucleasas

Los DNAs plasmidicos fueron digeridos utilizando una unidad de la endonucleasa
de restriccion (Promega) por pg de DNA e incubando a 37 °C durante toda la
noche. Las endonucleasas utilizadas fueron Xhol y Notl. Posteriormente se realizé
corrimiento electroforético de las mezclas de restriccién en un gel de agarosa al 1

% para determinar el tamafio de los fragmentos obtenidos.
5.8. Transformacién de E. coli por electroporacion

Se inocularon 2500 mL de caldo Luria con 4 mL de un cultivo de E. coli JIM101
crecido a 37 °C toda la noche. Las células se dejaron crecer a 37 °C con agitacion
hasta alcanzar una absorbancia de 0.6 a 590 nm (de 2 a 3 horas). Posteriormente
las células son incubadas en hielo por 20 min para detener el crecimiento, el
material debe mantenerse aproximadamente a 4 °C. Las células se cosecharon a
6000 rpm por 10 min a 4 °C. Se les realizaron 2 lavados con agua desionizada
estéril y fria, centrifugando a 8000 rpm por 10 min a 4 °C en cada lavado. Al final
las células se resuspendieron en 500 uL de glicerol estéril frio al 10 % y se

almacenaron en alicuotas de 250 yL a -70 °C.

La transformacion de las células electrocompetentes E. coli IM101 se realizé por
el método de electroporacion, la cual se llevo a cabo en un electroporador 2510
(eppendorf). En un Eppendorf se mezclaron 100 pL de células competentes con 2
uL de DNA plasmidico. Esta mezcla fue colocada en una celda de electroporacién
estéril y fria, entre sus electrodos. ElI micropulso fue de 1800 V, por 4-5

milisegundos. De inmediato la mezcla se transfirid a un tubo con 2 mL de caldo
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Luria y se dejaron incubar a 37 °C por 1 h para dejar recuperar las células.
Posteriormente se esparcieron en placas de agar Luria con Ampicilina (100
pug/mL). Se dejaron incubar las placas toda la noche a 37 °C, al dia siguiente se
seleccionaron colonias para la realizacion del aislamiento de plasmido por lisis

alcalina.
5.9. Obtencion y conteo de esporas

La obtencion de las esporas se llevdé a cabo de la siguiente forma; primero se
inocularon 100 esporas de M. circinelloides en placas con medio YNB, las cuales
se mantuvieron a una temperatura de 30 °C en presencia de luz alrededor de 7
dias. La coleccion de esporas se llevd a cabo agregando 5 mL de H20 destilada
estérii en cada una de las placas ya crecidas posteriormente se raspo
cuidadosamente con un asa de plastico; las esporas se recolectaron con
micropipeta y se colocaron en tubos  Corning de 50 mL. Se centrifugaron a
6000 rpm por 10 min para concentrase y posteriormente se lavaron con H20
destilada estéril 2 veces centrifugando y decantando. Al final de los lavados las

esporas se resuspendieron en 20 mL de H20 destilada estéril.

El conteo de las esporas obtenidas se llevé a cabo en una camara de Neubauer
observando a través de un objetivo 40X de un microscopio ATC 2000 (Leika), se
colocaron 20 pL en cada una de las camaras (superior e inferior). Se contaron los
cuadros de las esquinas y la del centro de cada camara, haciendo un total de 10
cuadrantes. La suma de esporas obtenida de estos cuadrantes se multiplicé por el
factor 2.5 X103, el cual esta dado por las caracteristicas de la cAmara, el resultado
total de esporas se expresa por mililitro de la muestra. Las esporas se

conservaron a 4 °C.
5.10. Crecimiento en aerobiosis

Se inocularon 5x10° de esporas en matraces Erlenmeyer que contenian medio
YNB sin Leucina para las transformantes y con Leucina para la cepa control, a un
volumen de 20 mL. Se incubaron por 4, 6 y 8 h a 30 °C con agitacién (200 rpm).

Esto se realizo para la obtencién de micelio.
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6. Resultados
6.1. Amplificacidon de los genes que expresan para proteinas fluorescentes.

La amplificacion de los genes que codifican para proteinas fluorescentes se llevo a
cabo por PCR, la amplificacibn de dos de ellas se realizé en las mismas
condiciones, amplificando una sola banda para cada gen, de 734 pb para el gen
EGFP, Y 727 pb para el gen EYFP aproximadamente (Figura 3).

Para los genes restantes amplificaron en condiciones distintas a las ya
mencionadas, amplificando una sola banda para los genes RFP de 1.1 kb, y
Strawberry, Orange, Cyan y Cherry de 700 pb aproximadamente (Figura 3).

6.2. Clonacioén de los genes que codifican para proteinas fluorescentes

Posterior a la amplificacién se realizé la clonacion de los genes, la cual se llevé a
cabo en el vector pJET 1.2/blunt (PROMEGA). Se llevo a cabo la transformacion
de las células competentes y se les realizo aislamiento de plasmido, y se
corroboro la presencia del gen clonado en el vector por medio de un analisis de
restriccion con las enzimas Xhol y Notl las cuales liberan el fragmento de DNA
correspondiente al gen de interés. Corroborando su presencia en un gel de

agarosa al 1 % (Figura 4-9).
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Kb

0.85

0.65

Figura 3. Amplificacion de los genes que codifican para PF por PCR.

En la imagen se muestran los diferentes genes amplificados por medio de PCR,
los cuales posteriormente se clonaron y subclonaron. Carril 1 Gen RFP (1.1Kb),
Carril 2 Gen EGFP (0.72 Kb), Carril 3 Gen EYFP (0.72 Kb), Carril 4 Gen
StrawberryFP (0.71 Kb), Carril 5 Gen CFP (0.73 Kb), Carril 6 Gen OrangeFP
(0.71 Kb), Carril 7 Gen CherryFP (0.78 Kb).
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—— PpJET1.2/Blunt ’
2929pb /4

$

pJET-EGFP
3708 bp
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EGFP779pb ..
2\ Bglll

0.65

Bglll pJET1.2/Blunt Balll X EGFP 734pb N Bglll

2929 pb 13pb 779 pb azeb

X =Xhol N= Not/

Figura 4. Clonacién del gen EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein).
A. En la imagen se puede observar la restriccion del gen EGFP y el vector de
clonacion pJET 1.2/Blunt (FERMENTAS), con las bandas sefialadas de 779 pb
(EGFP) y 2.9 kb aproximadamente (pJET 1.2/Blunt). B. En la imagen se puede
apreciar el mapa circular del vector con el gen EGFP clonado. C Se muestra el
tamafio de cada una de las bandas liberadas con los sitios de restriccion para la
enzima Bglll, la cual fue utilizada para corroborar la clonacion. Nota: el fragmento
es mas grande debido a que los sitios de restriccion de la enzima Bglll estan

dentro del vector.
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Bglll

pJET1.2/Blunt

2929 pb
| pJET-RFP
RFP 1114 pb ‘ 4449 bp
Bglll pJET1.2/Blunt Bglll X RFP 1114pb N Bgi
H H
2929 pb 13pb 1159 pb 32pb

X = Xho! N= Notl

Figura 5. Clonacién del gen RFP (RED Fluorescent Protein).
A. En la imagen se puede observar la restriccion del gen EGFP y el vector de
clonacion pJET 1.2/Blunt (FERMENTAS), con las bandas sefialadas de 1114 pb
(RFP) y 2.9 kb aproximadamente (pJET 1.2/Blunt). B. En la imagen se puede
apreciar el mapa circular del vector con el gen RFP clonado. C Se muestra el
tamafio de cada una de las bandas liberadas con los sitios de restriccién para la
enzima Bglll, la cual fue utilizada para corroborar la clonacion. Nota: el fragmento
es mas grande debido a que los sitios de restriccidon de la enzima Bglll estan

dentro del vector
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pJET1.2/Blunt

: 2929 pb
pJET-CFP
3720 bp
0.85
CFP 746 pb

0.65

A

Bglll pJET1.2/Blunt Bglll X CFP 746pb N Bglil
H H
& 2929 pb 13 pb 791 pb 32pb

X = Xhol N= Notl

Figura 6. Clonacién del gen CFP (Cyan Fluorescent Protein)
A. En la imagen se puede observar el corrimiento electroforético de la restriccion
del gen CFP y el vector de clonacion pJET 1.2/Blunt (FERMENTAS), con las
bandas sefialadas de 746 pb (CFP) y 2.9 kb aproximadamente (pJET 1.2/Blunt).
B. En la imagen se puede apreciar el mapa circular del vector con el gen CFP
clonado. C Se muestra el tamafio de cada una de las bandas liberadas con los
sitios de restriccién para la enzima Bglll, la cual fue utilizada para corroborar la
clonacion. Nota: el fragmento es mas grande debido a que los sitios de restriccion

de la enzima Bglll estan dentro del vector.
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Figura 7. Clonacion del gen CherryFP.

A. En la imagen se puede observar el corrimiento electroforético de la restriccion
del gen CherryFP y el vector de clonacion pJET 1.2/Blunt (FERMENTAS), con las
bandas sefialadas de 767 pb (CherryFP) y 2.9 kb aproximadamente (pJET
1.2/Blunt). B. En la imagen se puede apreciar el mapa circular del vector con el
gen CherryFP clonado. C Se muestra el tamafio de cada una de las bandas
liberadas con los sitios de restriccion para la enzima Bglll, la cual fue utilizada para
corroborar la clonacion. Nota: el fragmento es mas grande debido a que los sitios

de restriccion de la enzima Bglll estan dentro del vector.
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pJET1.2/Blunt
2929 pb

OrangeFP Bglll
770pb
Bglll pJET1.2/Blunt Bglll X OrangeFP 725pb N B
2929 pb 13pb 770 pb 3Zpb

X =Xhol N= Notl

Figura 8. Clonacién del gen OrangeFP.

A. En la imagen se puede observar el corrimiento electroforético de la restriccion
del gen OrangeFP y el vector de clonacién pJET 1.2/Blunt (FERMENTAS), con las
bandas sefaladas de 770 pb (OrangeFP) y 2.9 kb aproximadamente (pJET
1.2/Blunt). B. En la imagen se puede apreciar el mapa circular del vector con el
gen OrangeFP clonado. C Se muestra el tamafio de cada una de las bandas
liberadas con los sitios de restriccion para la enzima Bglll, la cual fue utilizada para
corroborar la clonacién. Nota: el fragmento es mas grande debido a que los sitios
de restriccion de la enzima Bglll estan dentro del vector.
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pJET1.2/Blunt
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2000 T ‘\5°
Bglll pJET1.2/Blunt Bglll X StrawberryFP 725pb N gy
2929 pb 13pb 770pb AZplb

X =Xhol N= Notl

Figura 9. Clonacién del gen StrawberryFP.

A. En la imagen se puede observar el corrimiento electroforético de la restriccion
del gen StrawberryFP y el vector de clonacién pJET 1.2/Blunt (FERMENTAS), con
las bandas sefaladas de 770 pb (StrawberryFP) y 2.9 kb aproximadamente (pJET
1.2/Blunt). B. En la imagen se puede apreciar el mapa circular del vector con el
gen StrawberryFP clonado. C Se muestra el tamafio de cada una de las bandas
liberadas con los sitios de restriccion para la enzima Bglll, la cual fue utilizada para
corroborar la clonacién. Nota: el fragmento es mas grande debido a que los sitios
de restriccion de la enzima Bglll estan dentro del vector.

David Vargas Tejeda 33



FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

6.3. Sub-clonacion de los genes que codifican para proteinas fluorescentes

El vector requerido para la sub-clonacién de los genes de interés fue pEUKA4-
gox1 el cual contenia al gen GOX 1 que codifica para la enzima glucosa oxidasa, a
este vector se le retiro el gen GOX 1 por medio de un ensayo de restriccion con

las enzimas Xhol y Notl las cuales permitieron separar el gen y linealizar al vector.

Se realizaron analisis de restriccion para los genes clonados y poder purificarlos;
posteriormente fueron ligados al vector ya purificado pEUKA4, se realizo la
transformaciéon de las células competentes, se realizaron ensayos de restriccion

para cada construccion.

En las siguientes imagenes se muestran los analisis de restriccion de cada una de
las construcciones finales, para corroborar la presencia y unién de cada uno de los
genes que codifican para proteinas fluorescentes al vector pEUK4. (Figura 10 —
Figura 15).
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pEUKA4 8.1kb

pEUKA4-EGFP
8891 bp

EGFP 0.73kb
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H

C 8171pb X = Xhol N= Not/

Figura 10. Sub-clonacion del gen EGFP en el vector pEUKA4.

A. Se muestra el corrimiento electroforético de la restriccion de la construccion
pEUK4-EGFP, en la cual se distinguen las dos bandas correspondientes al gen
EGFP de 0.73 kb aproximadamente y de 8.1 kb aproximadamente
correspondiente al vector pEUK4. B. Se muestra el mapa circular de la
construccion en la cual se puede apreciar la presencia del promotor y el
terminador antes y después del gen EGFP. C. Se muestran los tamafios por
separado del gen EGFP y del vector pEUK4, ademas de los sitios de restriccién de

las enzimas utilizadas Xhol y Notl.
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Figura 11. Sub-clonacion del gen RFP en el vector pEUKA4.

A. Se muestra el corrimiento electroforético de la restricciébn de la construccion
pPpEUK4-RFP, en la cual se distinguen las dos bandas correspondientes al gen RFP
de 1.1 kb aproximadamente y de 8.1 kb aproximadamente correspondiente al
vector pEUK4. B. Se muestra el mapa circular de la construccién en la cual se
puede apreciar la presencia del promotor y el terminador antes y después del gen
RFP. C. Se muestran los tamafos por separado del gen RFP y del vector pEUKA4,
ademas de los sitios de restriccion de las enzimas utilizadas Xhol y Notl.
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Figura 12. Sub-clonacion del gen CFP en el vector pEUKA4.

A. Se muestra el corrimiento electroforético de la restriccion de la construccion
pEUK4-CFP, en la cual se distinguen las dos bandas correspondientes al gen CFP
de 0.73 kb aproximadamente y de 8.1 kb aproximadamente correspondiente al
vector pEUK4. B. Se muestra el mapa circular de la construccion en la cual se
puede apreciar la presencia del promotor y el terminador antes y después del gen
CFP. C. Se muestran los tamafios por separado del gen CFP y del vector pEUK4,
ademas de los sitios de restriccion de las enzimas utilizadas Xhol y Notl.
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Figura 13. Sub-clonacion del gen CherryFP en el vector pEUKA4.

A. Se muestra el corrimiento electroforético de la restricciobn de la construccion
pEUK4-CherryFP, en la cual se distinguen las dos bandas correspondientes al gen
CherryFP de 0.7 kb aproximadamente y de 8.1 kb aproximadamente
correspondiente al vector pEUK4. B. Se muestra el mapa circular de la
construccion en la cual se puede apreciar la presencia del promotor y el
terminador antes y después del gen CherryFP. C. Se muestran los tamafos por
separado del gen CherryFP y del vector pEUK4, ademas de los sitios de

restriccion de las enzimas utilizadas Xhol y Notl.
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Figura 14. Sub-clonacion del gen OrangeFP en el vector pEUKA4.

A. Se muestra el corrimiento electroforético de la restriccion de la construccion
pEUK4-OrangeFP, en la cual se distinguen las dos bandas correspondientes al
gen OrangeFP de 0.71 kb aproximadamente y de 8.1 kb aproximadamente
correspondiente al vector pEUK4. B. Se muestra el mapa circular de la
construccion en la cual se puede apreciar la presencia del promotor y el
terminador antes y después del gen OrangeFP. C. Se muestran los tamafios por
separado del gen OrangeFP y del vector pEUK4, ademas de los sitios de
restriccion de las enzimas utilizadas Xhol y Notl.
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Figura 15. Sub-clonacion del gen StrawberryFP en el vector pEUK4.

A. Se muestra el corrimiento electroforético de la restricciobn de la construccion
pEUKA4-StrawberryFP, en la cual se distinguen las dos bandas correspondientes al
gen StrawberryFP de 0.71 kb aproximadamente y de 8.1 kb aproximadamente
correspondiente al vector pEUK4. B. Se muestra el mapa circular de la
construccion en la cual se puede apreciar la presencia del promotor y el
terminador antes y después del gen StrawberryFP. C. Se muestran los tamafios
por separado del gen StrawberryFP y del vector pEUK4, ademas de los sitios de
restriccion de las enzimas utilizadas Xhol y Notl.
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6.4. Comparacion del micelio de la cepa silvestre con la cepa transformada

con el gen EGFP

Las cepas transformadas con las construcciones obtenidas en las subclonaciones
de los genes que codifican para proteinas fluorescentes fueron sembradas
nuevamente, para la obtencion de esporas, las cuales se crecieron en aerobiosis
por 6 hrs y se observaron en el microscopio confocal adaptandolo para cada tipo

de proteina fluorescente.

Cada cepa transformada fue comparada con la autofluorescencia de la cepa

silvestre, de lo cual se obtuvo lo siguiente.

La autofluorescencia de la cepa Mucor circinelloides en el espectro verde fue muy
evidente esta puede observarse en la Figura 16, en donde se muestra claramente

este fendbmeno.

Posteriormente se realizo la preparacion en un portaobjetos del cultivo liquido de
la cepa transformada con la construccion correspondiente al gen EGFP, y se
observé a través del microscopio confocal con los mismos ajustes que en la
silvestre, obteniéndose una fluorescencia similar a la de la cepa control, por lo que
en la Figura 17 puede apreciarse la comparacion entre cada una de las cepas en

la florescencia correspondiente al espectro en verde.
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Figura 16. Autofluorescencia de la cepa Mucor circinelloides R7B en el
espectro verde.

A. Microscopia oOptica micelio de Mucor circinelloides. B. Microscopia confocal en
campo claro donde puede apreciarse la autofluorescencia en verde de Mucor
circinelloides. C. Campo oscuro. El micelio se dejo en crecimiento por 6 hrs a 28°C

en agitacion (medio YNB a una concentracion de 7 g/mL).
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Figura 17. Comparacion de la fluorescencia entre la cepa control y la
transformante EGFP de Mucor circinelloides.

A. Autofluorescencia de la cepa control de Mucor circinelloides.

B. Cepa transformada con el gen EGFP. Comparando ambas imagenes se

aprecia la misma autofluorescencia.
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6.5. Comparacion del micelio de la cepa silvestre con la cepa transformada

con el gen RFP

Se realiz6 una preparacion de la cepa control de Mucor circinelloides R7B para
observar al microscopio confocal, para mostrar la autofluorescencia de la cepa
Mucor circinelloides en el espectro rojo la cual fue evidente, en la Figura 18 se

puede observar en diferentes campos este fendmeno.

Posteriormente se realizé el mismo procedimiento con la cepa transformada con la
construccion correspondiente al gen RFP, y se observo a través del microscopio
confocal con los mismos ajustes que en la silvestre, obteniéndose una
fluorescencia similar a la de la cepa control, por lo que en la Figura 19 puede
observar una comparacion entre cada una de las cepas en la fluorescencia

correspondiente al espectro en rojo.
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Figura 18. Autofluorescencia de la cepa Mucor circinelloides R7B en el
espectro rojo.

A. Microscopia oOptica micelio de Mucor circinelloides. B. Microscopia confocal en
campo claro donde puede apreciarse la autofluorescencia en rojo de Mucor
circinelloides. C. Campo oscuro. El micelio se dejé en crecimiento por 6 hrs a 28°C

en agitacion (medio YNB a una concentracion de 7 g/mL).
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Figura 19. Comparacion de la fluorescencia entre la cepa control y la
transformante RFP de Mucor circinelloides.

A. Autofluorescencia de la cepa control de Mucor circinelloides. B.
Autofluorescencia de la cepa control de Mucor circinelloides en campo oscuro.
C. Cepa transformada con el gen RFP. D. Cepa transformada con el gen RFP en

campo oscuro. Comparando ambas imagenes se aprecia la misma fluorescencia.
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6.6. Comparacion del micelio de la cepa silvestre con la cepa transformada

con el gen CFP

Se realiz6 una preparacion de la cepa control de Mucor circinelloides R7B para
observar al microscopio confocal, para mostrar la autofluorescencia de la cepa
Mucor circinelloides en el espectro azul la cual fue evidente, en la Figura 20 se

puede observar en diferentes campos este fenGmeno.

Figura 20. Autofluorescencia de la cepa Mucor circinelloides R7B en el

espectro azul.
A. Microscopia oOptica micelio de Mucor circinelloides. B. Microscopia confocal en
campo claro donde puede apreciarse la autofluorescencia en azul de Mucor

circinelloides. C. Campo oscuro.
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Se compararon la autofluorescencia de la cepa Mucor circinelloides R7B en el
espectro del azul con la de la cepa Mucor circinelloides R7B transformada con el
gen CFP y se observl una gran semejanza como puede apreciarse en la Figura
21.

Figura 21. Comparacion de la fluorescencia entre la cepa control y la

transformante CFP de Mucor circinelloides.
A. Autofluorescencia de la cepa control de Mucor circinelloides. B. Cepa
transformada con el gen CFP. Comparando ambas imagenes se aprecia la misma

fluorescencia.
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6.7. Comparacion de la autofluorescencia en los diferentes rangos del

espectro para cada una de las cepas.

En este experimento se hicieron incidir los 3 diferentes tipos de laser con los que
cuenta el equipo los cuales son: Azul (405 nm), Verde (488 nm), Rojo (543 nm), para

observar cudl de ellos presentaba una mayor apreciacion.

Figura 22. Incidencia las tres longitudes de onda del laser en la cepa control
de Mucor circinelloides R7B. A. En la imagen se puede apreciar el micelio de la
cepa control Mucor circinelloides R7B en la cual estan incidiendo los tres laser del
microscopio confocal podiendo apreciar la autofluorescencia azul de una manera
mas fuerte que el verde y una pequefa del rojo. B. En la imagen se puede
apreciar en campo oscuro la autofluorescencia en rojo, donde podemos observar
que es la mas disminuida de las tres. C. En la imagen se puede apreciar en campo
oscuro la autofluorescencia en azul la cual es la méas apreciable que las otras dos.
D. Se observa en la imagen en campo oscuro la autofluorescencia en verde.
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Figura 23. Incidencia de los las tres longitudes de onda del laser en la cepa
transformada de Mucor circinelloides R7B con el gen EGFP.

A. En la imagen se puede apreciar el micelio de la cepa control Mucor
circinelloides R7B en la cual estan incidiendo los tres laser del microscopio
confocal pudiendo apreciar la autofluorescencia azul de una manera mas fuerte
que el verde y una pequeia del rojo. B. En la imagen se puede apreciar en campo
oscuro la autofluorescencia en rojo, donde podemos observar que es la mas
disminuida de las tres. C. En la imagen se puede apreciar en campo oscuro la
autofluorescencia en azul la cual es la mas apreciable que las otras dos. D. Se
observa en la imagen en campo oscuro la autofluorescencia en verde.
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Figura 24. Incidencia las tres longitudes de onda del laser en la cepa
transformada de Mucor circinelloides R7B con el gen RFP.

A. En la imagen se puede apreciar el micelio de la cepa control Mucor
circinelloides R7B en la cual estan incidiendo los tres laser del microscopio
confocal pudiendo apreciar la autofluorescencia azul de una manera mas fuerte
que el verde y una pequeia del rojo. B. En la imagen se puede apreciar en campo
oscuro la autofluorescencia en rojo, donde podemos observar que es la mas
disminuida de las tres. C. En la imagen se puede apreciar en campo oscuro la
autofluorescencia en azul la cual es la mas apreciable que las otras dos. D. Se
observa en la imagen en campo oscuro la autofluorescencia en verde.
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Figura 25. Incidencia de las tres longitudes de onda del laser en la cepa
transformada de Mucor circinelloides R7B con el gen CFP.

A. En la imagen se puede apreciar el micelio de la cepa control Mucor
circinelloides R7B en la cual estan incidiendo los tres laser del microscopio
confocal pudiendo apreciar la autofluorescencia azul de una manera mas fuerte
que el verde y una pequefa del rojo. B. En la imagen se puede apreciar en campo
oscuro la autofluorescencia en rojo, donde podemos observar que es la mas
disminuida de las tres. C. En la imagen se puede apreciar en campo oscuro la
autofluorescencia en azul la cual es la mas apreciable que las otras dos. D. Se
observa en la imagen en campo oscuro la autofluorescencia en verde.
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Figura 26. Incidencia las tres longitudes de onda del laser en la cepa
transformada de Mucor circinelloides R7B con el gen CherryFP.

A. En la imagen se puede apreciar el micelio de la cepa control Mucor
circinelloides R7B en la cual estan incidiendo los tres laser del microscopio
confocal pudiendo apreciar la autofluorescencia azul de una manera mas fuerte
que el verde y una pequefa del rojo. B. En la imagen se puede apreciar en campo
oscuro la autofluorescencia en rojo, donde podemos observar que es la mas
disminuida de las tres. C. En la imagen se puede apreciar en campo oscuro la
autofluorescencia en azul la cual es la mas apreciable que las otras dos. D. Se
observa en la imagen en campo oscuro la autofluorescencia en verde.
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Figura 27. Incidencia de las tres longitudes de onda del laser en la cepa
transformada de Mucor circinelloides R7B con el gen OrangeFP.

A. En la imagen se puede apreciar el micelio de la cepa control Mucor
circinelloides R7B en la cual estan incidiendo los tres laser del microscopio
confocal pudiendo apreciar la autofluorescencia azul de una manera mas fuerte
gue el verde y una pequefia del rojo. B. En la imagen se puede apreciar en campo
oscuro la autofluorescencia en rojo, donde podemos observar que es la mas
disminuida de las tres. C. En la imagen se puede apreciar en campo oscuro la
autofluorescencia en azul la cual es la mas apreciable que las otras dos. D. Se
observa en la imagen en campo oscuro la autofluorescencia en verde.
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Figura 28. Incidencia de las tres longitudes de onda del laser en la cepa
transformada de Mucor circinelloides R7B con el gen StrawberryFP.

A. En la imagen se puede apreciar el micelio de la cepa control Mucor
circinelloides R7B en la cual estan incidiendo los tres laser del microscopio
confocal pudiendo apreciar la autofluorescencia azul de una manera mas fuerte
que el verde y una pequeia del rojo. B. En la imagen se puede apreciar en campo
oscuro la autofluorescencia en rojo, donde podemos observar que es la mas
disminuida de las tres. C. En la imagen se puede apreciar en campo oscuro la
autofluorescencia en azul la cual es la mas apreciable que las otras dos. D. Se
observa en la imagen en campo oscuro la autofluorescencia en verde.
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6.8. Autofluorescencia de Mucor circinelloides en su forma levaduriforme

Ademas de la forma miceliar Mucor presenta forma levaduriforme ya que es un
hongo dimorfico como se habia mencionado con anterioridad, estas levaduras
también fueron observadas a través de la microscopia confocal y se observaron
los siguientes resultados.

Figura 29. Autofluorescencia de la fase levaduriforme de la cepa Mucor
circinelloides R7B.

A. En la imagen se puede observar la autofluorescencia en el espectro verde, la
cual podemos ver que es muy poca comparada con la forma miceliar. B. Se
observa la autofluorescencia de la levadura en el espectro del rojo, la cual es
menos apreciable que el verde. C. Podemos apreciar la clara autofluorescencia en
azul de la forma levaduriforme la cual es muy evidente comparada con las otras
dos. Las levaduras crecieron en medio Lee, en un matraz en anaeobiosis.

David Vargas Tejeda 56



FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA

6.9. Evaluacion de la autofluorescencia de las cepas transformadas de Mucor
circinelloides R7B

Se crecieron las cepas transformadas con los genes EGFP, RFP y CFP en forma
anaerobia para la produccion de levaduras en medio minimo Lee, las cuales
posteriormente fueron evaluadas en el microscopio confocal como se muestra en
la Figura 30.

Figura 30. Levaduras de cepas transformadas de Mucor circinelloides R7B
con los genes EGFP, RFP y CFP.

A. Se muestra a la cepa transformada con el gen EGFP, observandose una
fluorescencia parecida a la cepa control en el espectro verde mostrada en la
Figura 29 A. B. En la imagen se muestra la escasa fluorescencia de la cepa
transformada con el gen RFP, la cual es parecida a la de la cepa control Figura 29
B. C. Podemos observar en su forma levaduriforme a la cepa transformada con el
gen CFP la cual muestra una fluorescencia un poco menor que la control Figura
29 C.
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7. DISCUSION

Mucor circinelloides es un hongo dimorfico, el cual pertenece a la clase de los
Zygomycetes. Se caracteriza por presentar una reproduccion sexual por
Zigosporas. Es considerado un buen modelo de estudio en procesos de

diferenciacion celular (Murcia-Flores y col., 2007).

Para este zygomiceto dimorfico no existe una herramienta molecular por medio de
la cudl nosotros podamos observar procesos bioldgicos in vivo, siendo las
proteinas fluorescentes una buena opcidbn para tratar de resolver esta
problemética. Ya que han sido utilizadas en diversos tipos de hongos dimorficos
entre ellos U. maydis quien fue el primer hongo filamentoso en el cual fue

expresada con éxito la proteina verde fluorescente (GFP) (Spelling y col., 1996).

Realizamos las construcciones con genes que codifican para proteinas
fluorescentes, insertdndolas en un vector de expresion que permitiria que estas
pudieran expresarse en el hongo, este vector es pEUK4 el cual contiene el
promotor del gen gpd-1 el cual se activa a concentraciones altas de glucosa (>1%

de glucosa) en el medio (Mette & Arnau, 2002).

Al evaluar las cepas de M. circinelloides ya transformadas con los vectores de
expresion que contenian los diferentes genes de proteinas fluorescentes, se
observd la misma fluorescencia que el control no transformado. La
autofluorescencia de la pared de M. circinelloides en la forma miceliar es muy
intensa y puede apreciarse en diferentes longitudes del espectro visible, rojo,

verde y azul; siendo este Ultimo el mas evidente.

Existe la posibilidad que diversos organismos produzcan cierta autofluorescencia,
ya que es un fendmeno comun, en el cual ciertos compuestos enddgenos
absorben luz a una determinada longitud de onda y posteriormente emiten energia
a una longitud méas larga. Dichas moléculas se encuentran en diversos
organismos, tales como plantas, mamiferos, hongos, entre otros, entre los
principales compuestos responsables del fenobmeno de la autofluorescencia se

encuentran las flavinas (Benson y col., 1979), el NADH+, NADPH, Lipofuscinas,
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Elastina, Colageno, Lignina, Clorofila (Knight & Billinton 2001). También se ha
observado que la autofluoresccenia se muestra principalmente en mitocondrias y

cloroplastos (Monici, 2005).

Se ha visualizado la autofluorescencia celular en diferentes tipos de hongos, entre
ellos se encuentran los basidiomicetos Macrolepiota rhacodes (Zizka y col., 2008)
y Fomes fomentarius (Zizka y col., 2006) y ascomicetos como Morchella conica
(Zizka y col., 2011).

De igual manera, y de acuerdo a los antecedentes ya mencionados, nosotros
encontramos en este trabajo que M. circinelloides presenta el fenébmeno biolégico

de la autofluorescencia.

Debido a que la autofluorescencia es un problema, se han desarrollado estrategias
para poder corregirla entre ellas estan, la optimizacion del uso de filtros Opticos
(Knight & Billinton 2001), la cual nos permite distinguir de la fluorescencia de la
GFP sobre la autofluorescencia natural del organismo; otro método aplicable es el
de la correccién por doble longitud de onda, los cuales son incididos al mismo
tiempo en la muestra y uno opaca al fondo de la autofluorescencia permitiendo
visualizar la fluorescencia de GFP (Knight & Billinton 2001). Ademas para resolver
la posible no expresion de los genes que codifican para proteinas fluorescentes,
una posibilidad seria el cambio de codones para ciertos organismos.

La autofluorescencia de M. circinelloides es tan grande que no permite la
apreciacion de las proteinas fluorescentes, otra razén puede ser que las proteinas
fluorescentes son utilizadas en mamiferos, por lo que seria necesario realizar la

modificacion de codones a este mucoral. (Kilaru y col., 2015)

Al evaluar esto podriamos llegar a usar otro tipo de herramientas que nos permitan
tratar de evaluar fenémenos en M. circinelloides con la desventaja de que estos no
pueden realizarse in vivo como las FP’s nos permiten realizarlo, algunas de esas
técnicas son el uso de anticuerpos cargados con grupos cromoforos que permitan

sefalar la presencia de cierta molécula.
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8. CONCLUSION

Las construcciones realizadas para la expresion de los genes que codifican para
proteinas fluorescentes, no pudieron ser evaluadas debido a la evidente
autofluorescencia que presenta M. circinelloides. Dicho fendmeno se presenta en
otros organismos debido a la presencia de compuestos como: flavinas, NADH; sin
embargo existen estrategias como, la optimizacion del uso de filtros opticos, la
correccion por doble longitud de onda o el cambio de codones, que han sido
utilizadas para abordar este problema, las cuales sugeririamos como una

perspectiva del trabajo.
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