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RESUMEN

Las proteinas transmembranales ChrA bacterianas expulsan el idbn cromato del
citoplasma hacia el periplasma como un mecanismo de destoxificacion. Las
proteinas ChrA forman parte de la superfamilia de transportadores CHR, la cual
se divide en las familias LCHR y SCHR, que agrupa proteinas con un tamafio
de alrededor de 400 y de 200 aminoacidos respectivamente. La familia LCHR
incluye cientos de proteinas bacterianas, asi como de los hongos; Neurospora
crassa, Aspergillus nidulans, Ustilago maydis y Gibberella zeae. Sin embargo,
la funcion de homologos ChrA en hongos no ha sido reportada aun. El objetivo
de este trabajo es analizar la expresion del gen chrA en N. crassa asi como
estudiar la funcion de la proteina ChrA de N. crassa en un sistema heterélogo
(Saccharomyces cerevisiae). Para analizar la expresion de chrA, se crecié N.
crassa en caldo papa dextrosa con cromato, tomando alicuotas de micelio a
intervalos y se realiz0 una extraccion de RNA total. Mediante RT-PCR se
determiné que la expresion del gen chrA se induce por este i6n. Para
determinar la funcion de ChrA de N. crassa, el gen chrA proveniente de cDNA
se subclond en el vector binario pYES2 y el plasmido recombinante se transfirio
a S. cerevisiae. Las transformantes analizadas mostraron que ChrA confiere
hipersensibilidad a cromato, contrario a lo que se esperaba debido a los
antecedentes de ChrA de bacterias. Esto sugirio que ChrA transporta cromato
en S. cerevisiae. Mediante espectrometria de masas con plasma de
acoplamiento inductivo se encontré que estas transformantes hipersensibles de
S. cerevisiae acumulan mas cromo en la biomasa, apoyando que la proteina
ChrA transporta cromato. Las transformantes de S. cerevisiae con chrA de N.
crassa, en presencia de cromato y de un exceso de sulfato (analogo del
cromato) fueron hipersensibles al cromato, en comparacion de la cepa solo con
el vector pYES2, lo cual sugiere que ChrA transporta cromato de forma
independiente de sulfato. Con estos datos, se concluy6 que el cromato induce
la expresion del gen chrA en N. crassa y que la proteina ChrA de N. crassa
funciona como un transportador que favorece la acumulacién de cromato en un

sistema de expresion heterdloga.
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. INTRODUCCION

1. Cromo: generalidades

El cromo es el séptimo elemento mas abundante en la Tierra (McGrath y Smith,
1990) con numero atémico de 24, peso atdmico de 51.996 g/mol y una densidad
de 7.2 g/cm®, dandole la caracteristica de metal pesado por sobrepasar el valor
de 6 g/cm® (Nieboer y Richardson, 1980). En la naturaleza el cromo se encuentra
en diferentes estados de oxidacién que van desde -2 hasta +6 (Mertz, 1969),
siendo los mas comunes Cr(lll) y Cr(VI) (ATSDR, 2000); el Cr(VI) es alrededor de
100 veces mas toxico que el Cr(lll) (Venier et al., 1982). Esta toxicidad del Cr(VI)
en forma de cromato (CrO4*) radica en que su estructura molecular tetraédrica es
similar a la del i6n esencial sulfato (SO4*) (Pardee et al., 1966). Debido a la
similitud estructural, el cromato ingresa al interior de la célula activamente tanto en
las células procariontes como en eucariotes por los sistemas de transportadores
especificos de sulfato (Dreyfuss, 1964, Arslan et al., 1987; Cervantes et al., 2001)
(Figura 1). Se ha reportado que en Saccharomyces cerevisiae el cromato ingresa
por una via acarreadora anidnica no especifica, el sistema de permeasa, el cual
transporta diferentes oxianiones como sulfatos y fosfatos (Sims y Reynolds,
1990). El Cr(lll) no puede ingresar a la célula ya que el sistema de transporte del
sulfato no lo reconoce y la membrana plasmatica es impermeable al Cr(lll) (Alcedo

y Wetterhahn, 1990).

Una vez dentro de la célula, el cromato puede ser reducido a Cr(lll) por efecto de

agentes como el FADH,, NADPH, ciertas pentosas o glutation, dando como
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Figura 1. Toxicidad del cromato en bacterias. El cromato (CrO4*) entra a la
célula por la via de sulfato. A) El cromato puede reducirse a Cr(lll) en el
citoplasma. B) En el proceso se pueden formar especies reactivas de oxigeno
(OH", O2) y productos intermediarios como el Cr(V). C) Los radicales libres
pueden interactuar con el DNA y dafarlo. D) El Cr(lll) también puede interactuar
con el DNA 6 con las proteinas E), provocando alteraciones en sus estructuras y

funciones. Adaptado de Miranda, 2003.
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resultado la formaciéon de complejos de Cr(V) (Shi y Dalal, 1990). En presencia de
peréxido de hidréogeno, estos complejos reaccionan y producen radicales libres
hidroxilo (OH"), los cuales pueden dafiar el DNA de forma irreversible (Shi y Dalal,
1990). Los efectos toxicos del cromo se resumen en la Figura 1. En S. cerevisiae
el Cr(VIl) es muy tdxico a concentraciones de 0.1 mM (Pepi y Baldi, 1992) y con
efectos adversos en el crecimiento (Dar y Shakoori, 1999). Un blanco importante
del Cr(VI) en S. cerevisiae son las mitocondrias (Henderson, 1989), dando como
resultado la inhibicion de la absorcion de oxigeno (Kharab y Singh, 1985) y la
induccion de mutaciones tipo “petite” (Henderson, 1989). Los efectos adicionales
del cromo en S. cerevisiae incluyen la conversion génica y mutaciones (Galli et al.,
1985; Kharab y Singh, 1985; Cheng et al., 1998), asi como oxidacion de proteinas

(Summer y col., 2005).

2. Mecanismos de resistencia a cromato en microorganismos

Las bacterias han generado mecanismos de resistencia a cromato que pueden ser
codificados por genes cromosomicos y plasmidicos (Cervantes et al., 2001). Los
sistemas de resistencia localizados en cromosomas bacterianos estan usualmente
relacionados con estrategias de reduccién de Cr(VI) a Cr(lll), por medio de
enzimas especificas y no especificas, reparacion de dafio al DNA, actividades de
destoxificaciéon y procesos relacionados al metabolismo del azufre o del hierro.
Los genes plasmidicos codifican para proteinas que son principalmente
transportadores de membrana, los cuales promueven la expulsion del ibn cromato

(Cervantes et al., 1990; Nies et al., 2003).
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Para el caso de las levaduras y los hongos filamentosos, los principales
mecanismos para contrarrestar el efecto téxico del cromato asi como de otros
metales pesados son la reduccidon, la captacidbn en biomasa-pared celular y
precipitacion, entre otros (Veglio y Beolchini, 1997). El principal género de
levaduras aisladas de ambientes contaminados con cromato es Candida (Baldi et
al., 1990; Pepi y Baldi 1992), cuyo mecanismo general de resistencia a cromato
esta relacionado en la capacidad de acumular el cromato en la biomasa con
elevada eficiencia (Muter et al., 2001; Ramirez-Ramirez et al., 2004). Por otro
lado, se encontré que en la resistencia fungica hacia el cromato esta involucrado
un mecanismo que conlleva a la acumulacion del ién en la biomasa (Levinskaite,
2001) o en la pared celular (Tunali et al., 2005; Das et al., 2007). Se ha reportado
que la cepa Ed8 del hongo filamentoso Aspergillus niger var. tubingensis tiene la
capacidad de reducir el Cr(VI) a Cr(lll) con una alta eficiencia (Acevedo Aguilar et
al., 2006); en extractos libres de células de dicha cepa se ha detectado actividad
de reduccion de Cr(VI), aunque hasta la fecha se desconoce el mecanismo
bioquimico responsable y el papel de esta actividad en la reduccion In vivo del idn
(Corefio-Alonso et al., 2007). Esto indica que los hongos tienen mecanismos o

sistemas que pueden contrarrestar el efecto del cromato.

3. Proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa

ChrA es una proteina de 416 aminoacidos (a.a) codificada por el gen chrA del
plasmido pUM505 de una cepa clinica de la bacteria P. aeruginosa (Cervantes et
al., 1990). Por las caracteristicas de los aminoacidos que la conforman (63 % de

los cuales son hidrofobicos) y por su perfil hidropatico se determind que ChrA es
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una proteina transmembranal (Cervantes y Silver, 1992). Jiménez-Mejia et al.,
(2006) demostraron que la proteina consta de 13 segmentos transmembranales
unidos a 6 asas periplasmaticas y 6 asas citoplasmaticas, donde los extremos
amino y carboxilo terminal se encuentran en el citoplasma y periplasma,
respectivamente. ChrA de P. aeruginosa confiere resistencia a cromato mediante
un sistema de expulsion (Pimentel et al., 2002). Este mecanismo depende del
potencial de membrana generado en el proceso de bombeo de protones por la

cadena respiratoria (Alvarez et al., 1999) (Figura 2).

4. Analisis filogenético de las proteinas ChrA

Un analisis filogenético detallado de las proteinas ChrA determind que las
secuencias homologas existen en dos tamafos: proteinas de cadena corta
(SCHR) de longitud entre 123 — 234 a.a con un solo dominio y proteinas de
cadena larga (LCHR), de longitud entre 345-495 a.a con dos dominios homodlogos
(Diaz-Pérez et al., 2007). De las 135 secuencias de proteinas homodlogas
identificadas, 77 estan dentro de la familia de proteinas grandes LCHR (Figura 3).
Esta familia contiene a su vez siete subfamilias: LCHR1 a LCHR6 de bacterias y
una subfamilia LCHR de hongos (Fungal LCHR). El grupo perteneciente a hongos,
con un tamano aproximado entre 400 a 900 a.a, esta estrechamente relacionada
con la subfamilia bacteriana LCHR1 (Figura 3). La subfamilia de hongos incluye

secuencias de N. crassa, A. nidulans, U. maydis, G. zeae y M. grisea (Figura 4).
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NAD+ NADH

Figura 2. Sistema ChrA bacteriano. La proteina ChrA expulsa el cromato
(CrO4%) del citoplasma hacia el exterior empleando el potencial de membrana
generado durante el bombeo de protones en la cadena respiratoria. Adaptada de

Alvarez et al., (1999).
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Figura 3. Arbol filogenético de la familia LCHR. Se muestran las siete
subfamilias LCHR bacterianas (LCHR1 al LCHRG6) y la subfamilia de hongos
(Fungal LCHR). El color en la leyenda indica la distribucién taxondémica de los

grupos. Tomada de Cervantes y Campos-Garcia, 2007.
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Figura 4. Subfamilia LCHR de hongos. Se muestra la subfamilia LCHR de

hongos. En el arbol se indica la abreviatura del nombre del organismo descrito, asi

como el numero de acceso en la base de datos del NCBI y el numero de

aminoacidos de la proteina correspondiente. Tomada de Cervantes y Campos-

Garcia, 2007.
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5. Neurospora crassa como modelo biolégico

N. crassa es un hongo filamento, sapréfito que tiene la particularidad de tener
conidas asexuales con una pigmentacion de color naranja (Shear y Dodge, 1927).
Pertenece al Orden Sordariales, Familia Sordariaceae, Clase Sardariomycetes,
Phylum Ascomycota. Las investigaciones realizadas en N. crassa a principios del
siglo XX fueron un parteaguas para la genética y la biologia molecular (Galagan et
al., 2004), ademas de ser uno de los primeros organismos modelo utilizado,
mucho antes que la levadura S. cerevisiae y la bacteria Escherichia coli. Este
hongo fue la base para trabajos tales como los realizados por Beadle y Tatum en
1941 donde establecieron la relacién entre genes y proteinas, resumida en la
hipotesis “un gen-una enzima”. A mediados del siglo XX, N. crassa tuvo un rol
central como organismo modelo, contribuyendo al entendimiento fundamental de
sistemas de defensas del genoma, metilacién de DNA, importacion de proteinas
en mitocondrias, ritmos circadianos, silenciamiento post-transcripcional de genes y
reparacion del DNA (Davis, 2000). Debido a que N. crassa es un hongo
multicelular, también provee un sistema de estudio para la diferenciacién y
desarrollo celular asi como de otros aspectos de la biologia eucariotica (Davis y
Perkins, 2002). El legado de 70 afos de investigacion (Perkins, 2001)
acompafnado de herramientas moleculares y genéticas modernas, ofrecieron un
gran potencial para poder secuenciar todo el genoma de N. crassa. Como
consecuencia de la secuenciacion de su genoma (Galagan et al., 2003), resurgi6
el interés por este organismo que ahora considerado un excelente modelo para los

eucariotes superiores en muchos aspectos de la biologia celular (Osiewacz, 2002),

10
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al grado de ser considerado como un organismo central en la historia de la
genética y biologia molecular en el siglo XX (Galagan et al., 2003). EI genoma de
N. crassa consta de siete cromosomas, 40,000 kilopares de bases, mucho mas
grande que el de las levaduras Schizosaccharomyces pombe y S. cerevisiae
(ambos de un tamafo aproximado de 12,000 kilopares de bases). N. crassa
codifica aproximadamente 10,000 proteinas, sélo un 25 % menos que la mosca de

la fruta (Drosophila melanogaster), que es aproximadamente de 13,000 proteinas.

11
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.  ANTECEDENTES

Como resultado del andlisis filogenético de los miembros de la superfamilia CHR
(Diaz-Pérez et al., 2007), se observd una proteina con un tamano de 507
aminoacidos (a.a) citada con anterioridad por Kiranmayi y Mohan (2006),
correspondiente a ChrA de N. crassa. Este se incluyé en el grupo de cuatro
organismo que contenian un homaélogo proteico en la subfamilia LCHR de hongos.
En ninguno de estos hongos se ha demostrado la funcion del homaologo ChrA. Las
proteinas bacterianas ChrA descritas hasta la fecha: la de Pseudomonas
aeruginosa (Cervantes et al., 1990), Cupriavidus metallidurans (Nies et al., 1990),
Shewanella sp. (Aguilar-Barajas et al., 2008), Burkholderia xenovorans, B.
vietnamiensis (Ledén-Marquez, 2008), Ochrobactrum tritici (Branco et al., 2008),
Bacillus subtilis (Diaz-Magafia et al., 2009) y Synechococcus elongatus (Aguilar-
Barajas, 2010), se ha demostrado que confieren resistencia a cromato. Estos
datos han llevado a nuestro grupo de trabajo a proponer que todos los miembros
de la superfemilia CHR son transportadores de cromato. Esta observacién sugiere

que las proteinas ChrA de hongos posiblemente tengan también esa funcién.
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lIl.  JUSTIFICACION

El analisis de la expresion y de la funcion de chrA de N. crassa 74-A recae en que
no se han reportado hasta la fecha estudios sobre las proteinas ChrA de hongos o
de otros organismos eucariéticos. Es por eso que habiendo identificado a través
de un analisis informatico un determinante que codifica una proteina de la
superfamilia de transportadores de cromato CHR en N. crassa, es de importancia
estudiar su posible relacion con la resistencia a cromato en este organismo asi
como la regulacion de su expresion. Esto ayudaria a entender mas acerca del
funcionamiento en organismos eucariéticos de un mecanismo hasta hoy sélo

descrito en bacterias.

IV. HIPOTESIS

La proteina ChrA de Neurospora crassa confiere resistencia a cromato por un

mecanismo de transporte.

V. OBJETIVOS
A) General:

Determinar la expresion y la participacion de la proteina ChrA de Neurospora

crassa en la resistencia a cromato.

B) Especificos:
1. Evaluar la expresion del gen chrA en N. crassa.

2. Determinar si el producto del gen chrA de N. crassa confiere resistencia a
cromato en S. cerevisiae.

3. Establecer el mecanismo de resistencia en las transformantes de S.
cerevisiae con el gen chrA de N. crassa.
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VI.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Estrategia experimental planteada para cumplir con los objetivos especificos 1, 2 'y

3.

Disefio de
oligonuclectidos
para el gen chrA

v

Clonar chrA
de cDNA en un
vector de expresion

Evaluar la expresion
del gen chrA
por RT-PCR

\

Transferir el plasmido
recombinante a S. cerevisiae

¥

N 3

Determinar la susceptibilidad
a cromato en las
transformantes

Medir la acumulacion
de cromo en las
transformantes
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VIl. MATERIALES Y METODOS

1. Analisis bioinformatico del gen chrA y la proteina ChrA de N. crassa 74-A

A) Analisis de secuencia y disefio de arboles filogenéticos

Se partié de la secuencia de la proteina ChrA de N. crassa. Se utilizd la pagina

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi del NCBI (National Center for Biotechnology

Information) para realizar una busqueda exhaustiva de secuencias protéicas
eucarioticas mediante el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).
Utilizando el protein Blast con los valores establecidos por defecto y el numero de
acceso CAD21291, se Ilimitd la busqueda a organismos eucariotes. Las
secuencias proteicas obtenidas del programa BLAST se tomo el valor de E de
hasta 1e-13, guardandolas en formato FASTA y en formato Gen-Pept. Se editaron
las secuencias utilizando el programa Bio Edit. Con el programa ClustalX las
secuencias obtenidas se alinearon. Se guardaron en el formato por defecto
establecido con los cambios antes mencionados. Utilizando el programa Mega4, el
archivo obtenido de ClustalX se convirtio en formato .aln FASTA. Este ultimo se
utilizé para disefar los arboles filogenéticos en el mismo programa Mega4,
mediante el método UPGMA, Maximum Parsimony, Minimum Evolution y Neighbor
Joining. Utilizando un Bootstrap de 500 y en Neighbor Joining, Minimum Evolution
y UPGMA modificando en el menu de opciones (Summary options) en

Gaps/Missing Data modificandolo a Parwise Deletion.
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B) Anadlisis de la region 5° del gen chrA de N. crassa 74-A

Las secuencias rio arriba (hasta 1000 nt) del coddn de inicio del gen chrA de N.
crassa, obtenidas de la base de datos de la pagina del Neurospora crassa Data

Base (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/Home.html), se

analizaron en forma manual para la identificacion de promotores conservados.

http://www.yeastract.com para identificar posibles

También se uso la pagina

reguladores transcripcionales.

C) Analisis de la estructura secundaria de ChrA de N. crassa

Para determinar la estructura secundaria de la proteina ChrA de N. crassa, se

utilizé el programa TOPPRED (http://mobyle.pasteur.fr/cqi-

bin/portal.py?form=toppred), utilizando los parametros empleados para determinar

la topologia de ChrA de P. aeruginosa (Jiménez-Mejia et al., 2006) con los

siguientes parametros especificos:

Full Core Wedge Cutoff for Cutoff for Hydrophobicity | Critical | Kingdom
window | window | window certain putative file loop
size size size transmembrane | transmembrane length
segment segment
18 8 5 1.00 0.5 KD-scale |60 Euk
16 6 5 1.00 0.4 Ges-scale |60 Euk
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D) Secuenciacion y analisis de datos

El DNA se mandd a secuenciar a la Unidad de Secuenciacion del CINVESTAV-
[.P.N, Irapuato, Gto. Los alineamientos de las secuencias se realizaron empleando

el programa Clustal W.

2. Cepas empleadas

e Neurospora crassa:
- Cepa silvestre 74-A (wt A), mat A (Donada por Dr. Jesus Aguirre
Linares, Instituto de Fisiologia Celular, U.N.A.M.).
e Saccharomyces cerevisiae:
- JCY100: Mat A, leu:HisG, his3A::hisG, trp::hisG, ura3-52
(Donada por Dr. José Ruiz Herrera, CINVESTAV, Irapuato, Gto.).
e Escherichia coli:
- JM101: supE, thi-1A(lac-proAB) (F’, traD36, proAB, lagl"ZAM15)
(Yanisch-Perron et al., 1985)
- XL1-Blue end A1, gyrA96, thi-1, hsdR17 supE44 rec A1 lac
[F'proAB laqlfZAM15Tn10(Tc)](Stratagene)

3. Medios de cultivo

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

e Agar Luria Bertani (AL): CL con agar bacteriolégico 1.5 %.

e Synthetic Complete and Dropout (S.C.U.): Bacto—Yeast Nitrogen Base
(Y.N.B) sin aminoacidos 0.67 %, glucosa 2 %, y suplementando con

aminoacidos de acuerdo con las auxotrofias (Dropout mix 0.2 %).
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Synthetic Complete and Dropout (S.C.U.) para cajas: Synthetic
Complete and Dropout (S.C.U.) y se le adicion6 agar bacteriolégico 2
%.

Medio Vogel liquido: Sacarosa 1.5 g/L, 1X sales de Vogel 50X: 150 g
citrato de sodio-5H,0, 250 g KH;,PO4 anhidro, 100 g NH4NO3 anhidro,
10 g MgS0O4-7H0, 5 g CaCl;-2H,0, 5 ml de solucion de elementos
traza, 2.5 ml solucién de botina (0.1 mg/ml). Lo anterior se aforé a 1 L de
agua. Solucion de elementos traza: En 195 ml de agua destilada se
disolvié: 5 g de acido citrico-1H,O, 5 g 2ZnSO4,-7HO, 1 g
Fe(NH4)2(SO4)2-6H20, 0.25 g CuS0O4-5H,0, 0.05 g MnSO4-1H20, 0.05 g
HsBO3 anhidro y 0.05 g Na;MoO4-2H,0O (tomado del Fungal Genetic
Stock Center- www.fgsc.net).

Medio Vogel solido: Al medio Vogel liquido se adicioné agar
bacteriologico al 1.5 %.

Medio P.D.B. natural (Potato Dextrose Broth): Se prepar6é con 200 g de
papa pelada hervida 1 h, 2 % glucosa en 1 L de agua.

Medio minimo sintético modificado para levaduras: Glucosa 2 %, por
cada litro de medio preparado se agregd: 850 mg KH,PO4, 100 mg
CaCly, 3.5 g NH4CI, 100 mg NaCl, 100 ul de vitaminas MEM solucién
100X, elementos traza (500 pg H3BO3, 40 ug Cu,S0O4, 100 ug Kl, 200 pg
FeCls, 400 pg MgSO., 200 pg  NaxMoO4, 400 pg ZnSOs) y
suplementado con los aminoacidos de acuerdo con las auxotrofias de

cada cepa (2 mM Leucina, 0.3 mM Histidina, 0.4 mM Triptéfano).
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¢ Medio YPD: Extracto de levadura 1 %, peptona caseina, dextrosa 2 %.
4. Plasmidos

e pJET1.2/blunt (Fermentas): Plasmido para clonacién, replicon (pMB1),
gen letal eco47/R, promotor Plac modificado, promotor T7, sitios de
policlonacion, AmpR.

e pYES2 (Invitrogen): Plasmido binario para clonacion en E. coli/S.
cerevisiae, promotor GAL1, sitio promotor T7, multiples sitios de
clonacion, terminador transcripcional CYC1, origenes pUC, y f1, AmpR,

URA3.

5. Reactivos
e KyCrO4 (Merck). La sal de cromato fue utilizada a partir de una solucion
stock 1M preparada en agua destilada y mantenida a temperatura
ambiente.
e D- Glucosa anhidra (J.T. Baker).
e D-(+) Rafinosa pentahidratada (Sigma y/o Merck).
e D-(+) Galactosa (Sigma).

6. Analisis y manipulacion de acidos nucleicos

A) Aislamiento de DNA gendmico de Neurospora crassa 74-A

Para la extraccion de DNA gendmico de N. crassa 74-A, se crecio en 35 ml de
medio Vogel 30 °C/150 rpm. Se recupero el micelio por filtracion y se pulverizé en
un mortero (estéril) usando nitrogeno liquido. Al micelio pulverizado se le adiciono

600 pl de buffer de urea (Urea 7 M, NaCl 0.35 M, Tris 0.05 mM pH 8.0, acido

etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.02 M, Sarcosina N-lauril 1 %, agua destilada
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cbp 50 ml), se mezcld en el vortex y se incubd a temperatura ambiente por 30 min.
Posteriormente se agregé 300 pl fenol y 300 ul cloroformo. Se centrifugd 15 min/
10,000 rpm (este proceso se repitid dos veces), se recuperd el sobrenadante
para después agregarle 300 ul de isopropanol y 600 ul etanol absoluto frio mas
1/10 del volumen de acetato de sodio 2 M. Se mezcl6 suavemente y se centrifugd
10 min/ 10,000 rpm. Se lavo la pastilla 2 veces con etanol al 70 % y se dejo secar
para posteriormente resuspender con 100 ul agua destilada desionizada estéril y

se almacend a 4 °C.

B) Aislamiento de DNA plasmidico

El aislamiento de DNA plasmidico de cepas de E. coli se realizé por el método de

lisis alcalina (Adaptado de Birnboim y Doly, 1979; Ish-Horowicz y Burke, 1981).

C) Aislamiento de DNA gendémico de Saccharomyces cerevisiae JCY100

El aislamiento de DNA gendmico de S. cerevisiae JCY100 se realiz6 mediante el

método de extraccion de DNA total de levaduras (modificado de Guthrie, 2004).

D) Restriccion con endonucleasas

Las muestras de DNA fueron digeridas con endonucleasas empleando 1 unidad
de enzima de restriccion (Promega) por cada microgramo de DNA e incubando a
37 °C por un minimo de 2 h o durante toda la noche. Posteriormente se realiz6 el
corrimiento electroforético de la mezcla de restriccién en un gel de agarosa al 1 %

para determinar el tamafo de los fragmentos obtenidos.
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E) Ligaciones
Los fragmentos de DNA se ligaron manteniendo wuna proporcion 3:1
(inserto:vector) y utilizando 1 unidad de enzima T4 DNA ligasa (Promega). La

reaccion se llevd a cabo a 4 °C durante toda la noche.

7. Electroforesis en geles de agarosa

Las muestras de DNA se sometieron a corrimiento electroforético en geles de
agarosa al 1 % en amortiguador TAE (Tris-acetato 0.40 My EDTA 0.001 M pH 8)
a 100 voltios. Las muestras de DNA se mezclaron antes de ser corridas en el gel
con amortiguador de carga (azul de bromofenol al 0.05 %, EDTA 0.1 M pH 8.0,
SDS 0.5 %, sacarosa 40 %). El desarrollo del gel se visualiz6 a través de tincidon
con una solucion de bromuro de etidio al 0.01 %. El DNA asi tefido se observo
en un transluminador de luz UV de onda corta (UV-Products Inc). Como marcador
de tamafio molecular se utiliz6 el DNA del fago lambda digerido con las

endonucleasas EcoRlI y/o Hindlll.

8. Aislamiento del DNA de geles de agarosa

Para la purificacion del DNA empleado en las reacciones de ligacion se empleé el
kit comercial “Wizard SV Gel and PCR Clean-UpSystem” de Promega, siguiendo

las indicaciones del proveedor.

9. Disefio de oligonucledtidos

Con el numero de acceso de la proteina homodloga a ChrA de N. crassa

(CAD21291) contenida en la pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov se obtuvo la

secuencia de nucleotidos correspondiente. De igual forma se obtuvo la secuencia
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de nucledtidos del gen en la pagina de Neurospora crassa Data Base (NCDB) del
Instituto Broad

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/Home.html). Con

ayuda de estas dos paginas y del programa Integrated DNA Technologies

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx) se

disefiaron los diferentes oligonucledtidos. Para amplificar el gen chrA de N. crassa
se disenaron los oligonucledétidos Nc_BIL, el cual comprende el coddén de inicio del
gen e incluye un sitio de restriccion BamHI (GGATCC); su pareja Nc_RXIJ que
contiene el coddn de terminacién del gen en cuestién y un sitio de restriccion Xbal
(TCTAGA) (Figura 6). El par de oligonucleétidos empleados para amplificar una
region interna del gen chrA: ChrA_DRT1 y su pareja ChrA_RRT1 (Figura 6).
También se disefo el par de oligonucleétidos para amplificar un fragmento interno
del gen de actina de N. crassa Nc_AcDL2i y Nc_AcRJ2i (Figura 7). Finalmente se
disefio el par de oligonucleétidos para amplificar el producto que se ligaria en el

vector pJET1.2/blunt, pJET1.2fow y pJTE1.2rev (Figura 8).
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Nc_DBIL Nec_RX1J

Oligonucleétide | Secuencia
Nc_DBIL 5" GGATCC ATG TCA CCT CAA CCT CCAGTACCT AACAAC S
BomHi
Ne_ RXU 5'- TCTAGA CTA ACT CGC AAA GCC ATC GAA AGC -3¢
Xbal
ChrA_DRT1 5'- AAC AAG AAG CAT CCA CGT CQT CCT CCA -3
ChrA_RRT1 5'-CCCTGA GCACAGCCTTTACCCATCTTT-3'

Figura 5. Oligonucleétidos empleados para la amplificacién de regiones del
gen chrA de N. crassa 74-A. A) Localizacion y orientacion de los oligonucleétidos
Nc_DBIL, Nc_RXIlJ, ChrA_DRT1 y ChrA_RRT1 asi como el tamano de los
fragmentos amplificados. B) Secuencia de oligonucledtidos, indicando los sitios
BamHI y Xbal; en verde el coddén de inicio y en rojo el coddén de paro

correspondiente.
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- Actina
Nc_AcDL2i Nc_AcRJ2i
Oligonucledtido | Secuencia
Nec AcDL2i 5-GTATCG TCC TCGACT CCG GTGAC-3’
Ne AcRJ2i 5- GTT GCCATAGAGATC CTT CCT GAC G-3°

Figura 6. Oligonucledtidos empleados para la amplificacion del gen de actina
de N. crassa 74-A. A) Localizacién y orientacion de los oligonucleétidos
Nc_AcDL2i y Nc_AcRJ2i asi como el tamafo del fragmento de chrA amplificado.

B) Secuencia de oligonucledtidos.
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Amp

B

Qligonucleétido | Secuencia

pJET1.2 fow 5'- CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’

pJET1.2 rev 5°- AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’

Figura 7. Oligonucleétidos empleados para la amplificacion de chrA para el
PCR en colonia. A) Representacion esquematica de la localizacion y orientacion
de los oligonucledtidos pJET1.2fow y pJET1.2rev y B) su correspondiente

secuencia.
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10.Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion de DNA, se empled la DNA polimerasa Accuprime Super Mix
II. Se utilizé como molde 200 ng de DNA gendémico correspondiente, empleando
los oligonucledtidos a 20 pmol/ul. Las condiciones utilizadas para la amplificacién

fueron las siguientes:

inicial final
chrA 65°C2min | 72°C2min | 72°CHOmin
94°C/Zmin 94°C/30seg :
Acina 80°C/30seg | 72°CAmin | 72°CHOmin

11.Reaccion en cadena de la polimerasa en colonia (PCR-colonia)

Las transformantes seleccionadas de E. coli se inocularon en tubos con 3 ml de
CL, se crecieron 12 h a 37 °C/220 rpm. Se centrifugdé 20 seg a 13,000 rpm en
tubos Eppendorf de 1.5 ml. Se decant6 el sobrenadante y el sedimento se
resuspendié con 2 gotas de glicerol estéril y se agregé 500 pl de CL con su
respectivo antibiotico (100 pg/ml ampicilina). Se tomdé 1 pl de la suspension de las
transformantes y se completd la mezcla para realizar la PCR siguiendo las
especificaciones del proveedor (DreamTaq "™ DNA Polymerase Fermentas) y los
oligonucledtidos disenados para determinar el fragmento en cuestion (Figura 7).

Las condiciones utilizadas para la amplificacion fueron las siguientes:
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Condiciones de ampiificacion (30 ciclos)
Desnaturaiizacion BesnamraiizaciérJAIineamientol Extension | Extension
inicial final
85°C/3min 80°C/30seg 85°Ci30seg | 72°Cl3lsey | 712°Gidlseg

12. Aislamiento de RNA total

A) Aislamiento de RNA total de N. crassa 74-A

El RNA total se obtuvo utilizando el reactivo TRI Reagent Solution (Applied
Biosystems), de acuerdo al siguiente protocolo: Se crecié un cultivo de N. crassa
74-A en medio liquido (P.D.B) agregando 5x10° esporas/ml y se incubé a 30
°C/150 rpm a intervalos. Se recolectd el micelio por filtracion a intervalos, se
molieron las muestras en nitrogeno liquido, se tomo6 aproximadamente 5 mg de
tejido molido, se coloco en un tubo de 1.5 ml y se agregé 1 ml de reactivo TRI. Se
centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C y se transfirio el sobrenadante a otro
tubo. Se adicion6 200 ul de cloroformo, se agitd vigorosamente durante 15 segy
se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C. La fase acuosa se transfirié a otro
tubo, se adiciond 500 pl de isopropanol, se agitd vigorosamente durante 10 seg y
se centrifugé 12,000 rpm por 10 min a 4 °C. El sobrenadante se removio
cuidadosamente, se transfirio a otro tubo, se le adicioné 1 ml de etanol al 75 % vy
se centrifugd a 7,500 rpm por 5 min a 4 °C. Se removio el etanol, se seco la
pastilla de 3-5 min a temperatura ambiente y se resuspendié en 25 ul de agua libre
de nucleasas. La integridad de la muestra se analizé por electroforesis tomando
una alicuota del RNA y se coloco en un gel de agarosa al 1.5 % corriéndola 75

volts/40 min, ademas para cuantificar el RNA total se tomd una alicuota y se hizo
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una lectura al espectrofotometro a 260 nm en una celda de cuarzo. Las muestras
se almacenaron a -70 °C o fueron sometidas a corrimiento electroforético en geles

de agarosa al 1.5 %.

B) Extraccion de RNA de transformantes de S. cerevisiae

A partir de un preinéculo de 12 h en medio minimo S.C.U. sin uracilo con glucosa
2 % de las transformantes de S. cerevisiae, se inoculé con 100 pl en tubos con 3
ml del mismo medio y se incubd por 24 h 30 °C en agitacion constante. Se
cosecharon las células por centrifugacion a 13,000 rpm/2 min, se lavaron con
S.C.U. al menos 2 veces y al final se resuspendieron con 1 ml de medio S.C.U. Se
ajustd a una densidad optica conocida para un volumen de 3 ml de medio minimo,
S.C.U. sin uracilo con glucosa 2 % y S.C.U. sin uracilo con galactosa 2 % y
rafinosa 2 %. Se incub6 a 28 °C/24 h en agitacion constante. Se centrifugo el
cultivo 13,000 rpm/3 min. La pastilla se pulverizé con N3 liquido y se agregé 1 ml
de reactivo TRI. Se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C y se transfirio el
sobrenadante a otro tubo. Se adicion6 200 ul de cloroformo, se agitd
vigorosamente durante 15 seg y se centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C. La
fase acuosa se transfirio a otro tubo, se adicioné 500 ul de isopropanol, se agitd
vigorosamente durante 10 seg y se centrifugd 12,000 rom por 10 min a 4 °C. El
sobrenadante se removi6 cuidadosamente, se transfirié a otro tubo, se le adicion6
1 ml de etanol al 75 % y se centrifugd a 7,500 rpm por 5 min a 4 °C. Se removio el
etanol, se seco la pastilla de 3-5 min a temperatura ambiente y se resuspendio en
25 pl de agua libre de nucleasas. La integridad de la muestra se analizdé por

electroforesis tomando una alicuota del RNA y se corrié en un gel de agarosa al
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1.5 % a 75 volts/40 min. Para cuantificar el RNA total se tomd una alicuota y se
hizo una lectura al espectrofotdmetro a 260 nm en una celda de cuarzo. Las
muestras se almacenaron a -70 °C o fueron sometidas a corrimiento

electroforético en geles de agarosa al 1.5 %.
C) Tratamiento con DNasa

El RNA total fue tratado con RQ1 RNAse —Free DNase (Promega) utilizando 1
unidad por ug de RNA. La reaccion se llevo a cabo a 37 °C durante 10 min. Las
muestras se almacenaron a -70 °C o fueron sometidas a corrimiento

electroforético en geles de agarosa.

13.Cinética de crecimiento de N. crassa 74-A

A partir de un concentrado de esporas de N. crassa 74-A, se realiz6 el céalculo
correspondiente para agregar 5x10° esporas por ml de medio, utilizando matraces
con 35 ml de medio caldo papa dextrosa con y sin cromato. Los matraces se
incubaron a 28 °C/175 rpm, tomaron muestras a intervalos. Para determinar el
peso seco, micelio generado por el hongo se recuper6 en un papel filtro de poro
mediano previamente pesado. Las muestras se secaron en una estufa a 70 °C,
tomando el peso del micelio y el papel filtro, se realizaron los calculos
correspondientes para determinar el peso del micelio; restando el peso del micelio
seco con el peso del papel filtro; multiplicado por 1,000, para obtener el dato en

mg.
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14.Reaccion de la cadena de la polimerasa en transcripcion reversa (RT-
PCR)

El protocolo para el RT-PCR se hizo siguiendo las especificaciones del proveedor
(RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit; Fermentas). El protocolo
consiste, en un tubo para PCR se colocé una cantidad de entre 10 ng- 5 ug de
RNA total, 15-20 pM de oligonucleétido especifico (Nc_RXIJ) y c.b.p de H,O
DEPC. Se mezclé y dio un pulso en la centrifuga, enseguida se agregd 5 ul de
buffer de reaccion 5X, 1 ul de ribonucleasa Ribolock y 2 ul de dNTP’s 10 mM. Se
incubd a 37 °C/5 min. Finalmente se agregé 1 pl de la RevertAid ™ H-Minus M-
MULYV, para tener un volumen final de 20 pl. Se incubé a 42 °C/60 min y para

detener la reaccion se incubd a 70 °C/10 min.
15.Aislamiento de chrA proveniente de cDNA

Sintetizado el cDNA de chrA, se realizé6 una reaccion de PCR utilizando las
condiciones descritas para llevarla a cabo. La muestra se analiz6 por
electroforesis en un gel de agarosa al 1 % a 100 volts/45 min. Identificado el
fragmento correspondiente al gen chrA, éste se purifico utilizando el método

descrito para purificar bandas de geles de agarosa.

16.Clonacion del cDNA de chrA de N. crassa 74-A

El producto de PCR resultado de la amplificacién del fragmento homdlogo a ChrA
de N. crassa 74-A proveniente del cDNA que se purificd, una vez analizado
electroforéticamente se clond en el vector pJET1.2/blunt. El producto de PCR se
mezclé con 10 pl de buffer de reaccién 2X, 1 pyl enzima DNA blunting y c.b.p. 18 pl

de agua libre de nucleasas. Se mezclé e incub6é a 70 °C/5 min, enseguida se
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agrego 1 ul del vector pJET1.2/blunt (50 ng/ pl) empleando una proporcién 3:1
(inserto vector) y 1 yl de T4 DNA ligasa dejandola incubar toda la noche 4 °C;
después se purificé el producto mediante un tratamiento que consistié en mezclar
20 pl producto de ligacion con 180 pl agua grado HPLC, 200 ul de fenol y 200 pl
de cloroformo. La mezcla fenol-cloroformo se colocé en el vortex en agitacion por
10 min, se transfirid la fase acuosa a un nuevo tubo y se le agregé 10 % del
volumen de acetato de potasio 5 M (acetato de potasio 5 M y acido acético glacial
pH 4.8) completando el volumen total del tubo con etanol absoluto. Se mezclé y se
almacend a -80 °C/10 min. Se centrifugd, se decanté el sobrenadante y se lavo la
pastilla con etanol 70 %, dejando secar la pastilla para resuspenderla en 10 pl de

agua grado HPLC, almacenandolos a 4 °C hasta su uso.

17.Subclonacién del cDNA de chrA de N. crassa 74-A

Para la subclonacién de chrA, el plasmido recombinante fue digerido con las
enzimas de restriccion BamHI/Xbal. Al fragmento liberado se le realizd una
electroforesis en geles de agarosa, el producto fue purificado siguiendo el
protocolo descrito para el aislamiento del DNA en geles de agarosa y ligado en el
vector pYES2 linearizado con las mismas enzimas, siguiendo el protocolo descrito
para restriccion de endonucleasas. La ligacion fue siguiendo el protocolo antes

descrito.

18.Transformacion de Escherichia coli

A) Preparacién de las células electrocompetentes

Un cultivo de la cepa de E. coli se crecié durante toda la noche a 37 °C, se tomé 4

ml para inocular 250 ml de CL en un matraz de 1L. Se incub6 a 37 °C en agitacion
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constante hasta una absorbencia de 0.6 a 590 nm. Enseguida se paso el cultivo a
hielo durante 20 min y se centrifugaron las células 10 min a 9,500 rpm a 4°C. Las
células se lavaron dos veces con agua desionizada estéril fria y se centrifugd
entre cada lavado a 9,500 rpm por 10 min a 4°C. En el ultimo lavado se
resuspendieron las células con agua estéril con glicerol al 20 %. Las células
competentes se distribuyeron en alicuotas de 200 ul para su almacenamiento a

-80 °C para su uso posterior.

B) Electroporacion

La transformacion se realizdé en un electroporador Eppendorf 2510. En un tubo
Eppendorf se mezclaron 100 ul de células competentes con 2 uyl de DNA
plasmidico. La mezcla se coloc6 entre los electrodos de una celda de
electroporacion fria. Se ajustd el micropulso a 1800 V, la celda se coloco en la
camara deslizable del electroporador y se dio un pulso eléctrico de 4-5
milisegundos. Inmediatamente la mezcla se transfirié a un tubo con 2 ml de CL.
Se incubd a 37 °C/1 h con agitacién constante. Se distribuyeron 100 ul del cultivo
en cajas de AL adicionado con 100 ug/ml de ampicilina y se incubé a 37 °C/12 h.
Las colonias obtenidas se crecieron en 4 ml de CL para realizar aislamiento y

purificacion de DNA.

19.Transformacion de Saccharomyces cerevisiae

Se transformé siguiendo las especificaciones del kit comercial para S. cerevisiae
(Frozen EZ Yeast Transformation Il; ZYMO RESEARCH). Primero se generaron

células competentes de S. cerevisiae, para lo cual las levaduras se crecieron en
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un matraz con 10 ml de YPD y se incubaron a 30 °C hasta fase logaritmica
intermedia (absorbencia de 0.8-1 a 600 nm). Una vez crecida a esa absorbencia,
las células se centrifugaron a 750 rpm/ 4 min. Se descarté el sobrenadante y se
resuspendid con la solucion EZ 1 (Tris/acido clorhidrico 1 %, Acido
etilendiaminotetracético 1 % pH 8), se centrifugd a 750 rpm/ 4 min, se descarté el
sobrenadante y se agregd la solucién EZ 2 (Sorbitol 1 M). Se agregé 50 ul de
células competentes y entre 0.2-1 ug de DNA. A la mezcla se agreg6 la solucion
EZ 3 (Dimetil sulfoxido 7 %). Se incubd a 30 °C/45 min, mezclando a intervalos de
15 min. Enseguida se plaqued de 50-150 ul de las células transformadas en

cajas con medio S.C.U sin uracilo con glucosa 2 %. Se incub6 2-4 dias a 30 °C.

20.Pruebas de susceptibilidad a cromato en transformantes de S. cerevisiae.

A) En medio solido

A partir de un preinéculo de 12 h en medio minimo S.C.U. con glucosa 2 % sin
uracilo de las transformantes de S. cerevisiae, se centrifugé a 12,000 rpm/2 min,
se lavaron las células con S.C.U. al menos 2 veces, se resuspendieron con 3 ml
de medio S.C.U. y se ajusto la absorbencia a 0.4 a 600 nm. Se hicieron diluciones
del in6culo 1:10, 1:20, 1:50, 1:100 y 1:200 y se colocaron 3 ul en cajas de S.C.U.
sin uracilo con galactosa 2 % y rafinosa 2 % con concentraciones crecientes de

cromato. El crecimiento se registr6 mediante fotografias de las cajas a intervalos.
B) En medio liquido

A partir de un preinéculo de 12 h en medio minimo S.C.U. con glucosa 2 % sin

uracilo de las transformantes de S. cerevisiae, se inoculé con 100 yl en un matraz
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con 20 ml de S.C.U. con glucosa 2 % sin uracilo el cual se dejé por 12 h 30
°C/1,750 rpm. Se cosecharon las células por centrifugacién a 5,000 rpm/5 min, se
lavaron las células con S.C.U. al menos 2 veces y al final se resuspendieron con 1
ml de medio S.C.U. Se ajust6 la absorbencia a 0.1 para un volumen de 10 ml de
medio S.C.U. con galactosa 2 % y rafinosa 2 %. Se incubd entre 3-6 h 30 °C/150
rpm, se realizé la lectura de nuevo de la absorbencia y se ajustd a 0.05 para tubos
de 5 ml de medio S.C.U. con galactosa 2 % y rafinosa 2 % y con diferentes
concentraciones de cromato de potasio. Se incubd a 28°C en agitacion constante,

y el crecimiento se cuantificé a intervalos midiendo absorbencia a 600 nm.

21.Determinacion de la acumulacién de cromo total en transformantes de S.

cerevisiae

A partir de un preinéculo de 12 h en medio minimo S.C.U. con glucosa 2 % sin
uracilo de las transformantes de S. cerevisiae, se inoculdé con 100 ul en un tubos
con 3 ml de S.C.U. con glucosa 2 % sin uracilo el cual se incubd por 24h 30 °C
en agitacion constante. Se cosecharon las células por centrifugacion a 13,000
rom/2 min, se lavaron con S.C.U. al menos 2 veces y al final se resuspendieron
con 1 ml de medio S.C.U. Se ajusté a una absorbencia conocida a 600 nm para un
volumen de 30 ml de S.C.U. con galactosa 2 % y rafinosa 2 % sin uracilo con
diferentes concentraciones de cromato de potasio. Se incub6 a 28 °C/24 h/180
rom. Se recuperd la biomasa en un tubo de 1.5 ml estéril, previamente pesado, se
centrifugd a 13,000 rpm/5 min, se retird el sobrenadante y se lavaron las células
con H,0 deionizada estéril al menos dos veces. La pastilla se congel6 a -80 °C por

al menos 1 h y enseguida se liofilizo la pastilla por 6 h. A la muestra liofilizada se le
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realizé una digestion utilizando HNO3 concentrado y H2O, al 30 % por lo menos 1
h. ElI cromo total se determind en un espectrometro de masas con plasma de
acoplamiento inductivo modelo 7500ce (Agilent Technologies). Con una alicuota
(1 ml) de la muestra digerida de las diferentes concentraciones de cromato y
diluidas con agua desionizada. Los isétopos monitoreados fueron *2Cr y *°Mn

(*"In como estandar interno). Todos los analisis fueron por triplicado.
22.Evaluacién del efecto del sulfato sobre la toxicidad del cromato

A partir de un preinéculo de 12 h en medio minimo S.C.U. con glucosa 2 % sin
uracilo de las transformantes de S. cerevisiae, se inoculé con 100 yl en un tubos
con 3 ml de S.C.U. con glucosa 2 % sin uracilo el cual se incub6 24 h/30 °C en
agitacion constante. Se cosecharon las células por centrifugacion a 13,000 rpm/2
min, se lavaron con S.C.U. al menos 2 veces y al final se resuspendieron con 1 ml
de medio S.C.U. Se ajust6 a una absorbencia conocida a 600 nm para un volumen
de 3 ml de medio minimo modificado con galactosa 2 % y rafinosa 2 % vy
diferentes concentraciones de cromato de potasio y sulfato de magnesio. Se
incubd a 28 °C/24 h en agitacion constante y el crecimiento se cuantifico midiendo

absorbencia a 600 nm.
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VIIl. RESULTADOS

1. Actualizacion del arbol filogenético de la subfamilia LCHR de hongos

Debido a que después del analisis de Diaz-Pérez et al., (2007) han aparecido
nuevos genomas secuenciados de diversos organismos, se realizO una
actualizacion del arbol filogenético con la finalidad de identificar organismos con
homdlogos a ChrA. El resultado del analisis Blast mostré 38 nuevas secuencias de
proteinas homologas a ChrA, de las cuales 31 secuencias son de hongos (24
diferentes géneros fungicos) 5 son de algas (Ostreococcus tauri, Ostreococcus
lucimarinus CCE9901, Phaeodactylum tricornutum, Chlamydomonas reinhardtii,
Thalassiosira pseudonana), 1 secuencia del musgo Physcomitrella patens subsp.
patens y 1 secuencia de un protozoo (Paramecium tetraurelia d4-2). El arbol
filogenético mostré que cada uno de los organismos se agrupd en su respectivo
Reino (Fungi, Protista y Plantae) cuando se analizé utilizando el algoritmo de
Neighbor Joining. El arbol se nombré LCHREUK, debido a que incluye a otros
organismos aparte de los hongos, nombrando a este ultimo grupo, la subfamilia
LCHRF (Figura 9). Se encontr6 que en su mayoria eran hongos del Phylum
Ascomycetes, teniendo las proteinas un tamafio promedio de 400-560 a.a. (Tabla
1). De este analisis se concluye que preliminarmente que todas estas proteinas
provienen de un ancestro comun la cual esta ampliamente distribuida en varios

phylum de hongos.
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Figura 8. Dendrograma de la subfamilia LCHRF de hongos. Clado del
dendrograma obtenido mediante el método Neighbor Joining, el cual abarca las 31
secuencias homoélogas de hongos. Se muestra dentro del arbol el porcentaje de
identidad entre secuencias de las proteinas. Ademas de indicar la abreviatura del
nombre del organismo, numero de acceso en la base de datos del NCBI y el
numero de aminoacidos (a.a) de la proteina. En la parte inferior izquierda se indica

la escala del numero de cambios que ha tenido la proteina.
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Tablal. Hongos con homologos ChrA

Se muestra en la primera columna los hongos identificados en el analisis. En la

segunda columna la abreviatura utilizada en el dendrograma, en la tercera

columna su Phyum correspondiente y enseguida el tamafio de la proteina.

Especies
Ajellomyces capsulatus G186AR
Ajellomyces capsulatus NAm1
Aspergillus clavatus NRRL 1
Aspergillus flavus NRRL3357
Aspergillus fumigatus Af293
Aspergillus nidulans FGSC A4
Aspergillus nidulans FGSC A4
Aspergillus niger
Aspergillus oryzae RIB40
Aspergillus terreus NIH262
Chaetomium globosum CBS 148.51
Coccidioides immitis RS
Gibberella zeae PH-1
Magnaporthe grisea 70-15

Neosartorya fischeri NRRL 181
Neurospora crassa OR74A

Paracoccidioides brasiliensis Pb03
Penicillium chrysogenum Wisconsin
54-1255

Penicillium marneffei ATCC 18224
Phaeosphaeria nodorum SN15

Podospora anserina

Podospora anserina

Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-
BFP

Talaromyces stipitatus ATCC 10500
Coprinopsis cinerea okayama7#130
Coprinopsis cinerea okayama7#130
Coprinopsis cinerea okayama7#130
Laccaria bicolor S238N-H82
Laccaria bicolor S238N-H82
Laccaria bicolor S238N-H82
Ustilago maydis 521

Abreviatura
AJECA-XP001540821
AJECA-EEH11121
ASPCL-XP001275013
ASPFL-EED51517
ASPFU-XP746941
ASPNI-EAA62587
ASPNI-EAA63309
ASPNI-XP001388560
ASPOR-XP001823185
ASPTE-XP001218726
CHAGL-XP001220607
COCIM-XP001245250
GIBZE-XP384019

MAGGR-EAA57562-
HMMGen
NEOFI-XP001261912

NEUCR-074-
XP961667
PARBR-EEH16193

PENCH-CAP93015

PENMA-XP002149720

PHANO-
XP0017916112
PODAN-XP001911252

PODAN-XP001908554
PYRTR-XP001937635

TALST-EED22782
COPCI-XP001837014
COPCI-XP001840987
COPCI-XP001837023
LACBI-XP001888255

LACBI-XP00888256
LACBI-XP001888257
USTMA-EAK83335

Phylum

Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes

Ascomycetes
Ascomycetes

Ascomycetes
Ascomycetes

Ascomycetes
Ascomycetes

Ascomycetes
Ascomycetes
Ascomycetes

Ascomycetes
Basidiomycetes
Basidiomycetes
Basisiomycetes
Basidiomycetes
Basidiomycetes
Basidiomycetes
Basidiomycetes

Tamano (aa
538
543
525
170
491
523
510
483
532
317
332
535
906
502

524
507

519
523

527
985

505
519
536

521
531
809
532
481
239
181
581
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2. Analisis de la estructura secundaria de la proteina ChrA de Neurospora

crassa

La finalidad de este analisis fue predecir la estructura secundaria de la proteina
ChrA de N. crassa. El analisis se realizé con el programa predictor Toppred
utilizando los parametros de KD-scale y GES-scale. Se usaron parametros
bacterianos (Jiménez-Mejia et al., 2006) con la finalidad de tener un analisis
cercano al descrito para esta proteina. Se obtuvo que ChrA de N. crassa es una
proteina formada por 11 segmentos transmembranales. La porcion amino terminal
se encuentra en el citoplasma y el carboxilo terminal se encuentra en el espacio
extracelular (Figura 10). Con lo que permite concluir que el gen chrA codifica para
una proteina de membrana cuya estructura secundaria tiene un plegamiento muy

similar al descrito para ChrA’s bacterianas.

3. Amplificacién del gen chrA de N. crassa 74-A

Con la finalidad de amplificar el gen chrA en N. crassa 74-A sé empleo DNA
gendémico de N. crassa (Figura 11 A). El producto de la reaccion se analizd en un
gel de agarosa observandose el fragmento del tamafio esperado (1.7 kb) (Figura
11 B). EI fragmento de DNA gendmico de 1.7 kb amplificado, se clond y se
secuencio parcialmente, obteniéndose aproximadamente gen chrA de N. crassa
74-A amplificado de DNA gendmico se secuencié un 50 % de la secuencia. Al
realizar un alineamiento con la secuencia se identificaron dos intrones predichos

por el NCDB, localizados a +43 nt rio abajo del
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I G ——

Citoplasma

Extracelular

Figura 9. Modelo topolégico de la proteina ChrA de N. crassa. Posible
acomodo en la membrana de la proteina ChrA de N. crassa bajo los parametros
GES y KD del programa Toppred. Se muestra una topologia de 11 segmentos
transmembranales (STM; cilindros numerados). Se indica ademas la localizacion
de los extremos amino terminal (N) (citoplasma) y carboxilo terminal (C)

(extracelular).
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Figura 10. Amplificacion del gen chrA de N. crassa mediante PCR. A)
Electroforesis del DNA total de N. crassa. M, marcador de tamafio molecular 1 kb
DNA. Carriles: 1, 2, 3, diferentes muestras de DNA gendmico de N. crassa. B)
Electroforesis del producto de amplificacion del gen chrA (carril 1). M, marcador

de tamaino molecular 1 kb DNA.
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codon de inicio de chrA (de un tamafio de 111 pb) y +350 (de un tamafio de 84
pb), respectivamente (Figura 12). Se concluyd que los oligonucleétidos
empleados amplificaron de manera especifica para el gen completo de chrA de N.
crassa 74-A y se corrobor6 la presencia de los dos intrones predichos en la

bibliografia.

4. Analisis de la region 5° del gen chrA de N. crassa

Debido a que no habia algun reporte sobre regularacién el gen chrA de N. crassa,
se realizdé una busqueda de elementos de un promotor con ayuda de programas
informaticos asi como de forma manual. Como resultado del analisis, se identifico
una caja CAAT y una caja GC (en el gen chrA de N. crassa de la base de datos
del NCDB), las cuales son elementos que forman parte de la region promotora
conservada en los organismos eucarioticos (Klug y Cummings, 1999). Las cajas
CAAT y GC se localiz6 a 68 y 200 nt rio arriba del codén de inicio (ATG)
respectivamente (Figura 13). Se identificaron varias regiones consenso (CGGN)
de un regulador transcripcional (factores-elementos que actuan en trans y que
facilitan el inicio de la transcripcion) de tipo Stb5p (Klug y Cummings, 1999). Se
concluyé que el gen chrA de N. crassa tiene elementos potenciales de un
promotor rio arriba del codén de inicio (ATG). Ademas de tener secuencias

consenso de reconocimiento de un regulador transcripcional.

5. Anadlisis de la expresion del gen chrA de N. crassa 74-A mediante RT-PCR

Para determinar si el gen chrA de N. crassa se expresaba de manera constitutiva

o de manera inducible, se disefid una estrategia experimental que consistié
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pchrAintl NNNNNNNNGGNNNAGCTCGGNNCCNTGTCNCCTCAACCTCCAGTACCTAACAACTTTACC 60
chrADNA. e TGTCACCTCAACCTCCAGTACCTAACAACTTTACC 35
pchrAintl GGTCGCGCGAGATCATTGNCATCGCGAAGCTGG TCTTCCGAGTCAACTGGCACTTG 120
chrADNA. GGTCGCGCGAGATCATTGGCATCGCGAAGCTGG TCTTCCGAGTCAACTGGCACTTG 95
pchrAintl GGCTTCACGGCTTTTGGTGGGCCACCGGTCCACTTTAGGATAGTGAGTGCGACCTGTACT 180
chrADNA. GGCTTCACGGCTTTTGGTGGGCCACCGGTCCACTTTAGGATA-————————————————— 137
pchrAintl GTGAAACGGCCTGAACTGCAACAACCTAATTAGTCTGCTTAAAACTGGCAAACCTGTAAG 240
CchrADNA . e
pchrAintl ATTACCTATGGGCTGACAAGGAGACGATAACAGTTTAATGTCAAATTCGTGCAAAAGACC 300
ChrADNA . = mmmmmmm TTTAATGTCAAATTCGTGCAAAAGACC 164
pchrAintl AAATGGATCGATGAGCAGGTGTACCAAGAGCTCTTCAGCGTCTCGCAGGCCCTCAGCGGA 360
chrADNA . AAATGGATCGATGAGCAGGTGTACCAAGAGCTCTTCAGCGTCTCGCAGGCCCTCAGCGGA 224
pchrAintl CCAGGCAGCACCAAGATGTTGTACTGTATCAACTTGATACAAGACGGATTCCTTGCTGCC 420
chrADNA . CCAGGCAGCACCAAGATGTTGTACTGTATCAACTTGATACAAGACGGATTCCTTGCTGCC 284
pchrAintl GTGTTCAGCTTCCTGCTGTGGAGGTAAGTCACAGACAGCATCCGACCATCCACACAAGAT 480
chrADNA . GTGTTCAGCTTCCTGCTGTGGAG-—————— === == e e e 307
pchrAintl TACCTAGGTACCTACCGTGAACGACGAGTCTAACAAGACGCAACCAGTTTACCGGGTGCC 540
ChrADNA . = mm e TTTACCGGGTGCC 320
pchrAintl ATAGGCATGTACGCGCTCGCTGTCGGCGTGTCAAAGATTGACGAAACCCTTCCGAGACCG 600
chrADNA. ATAGGCATGTACGCGCTCGCTGTCGGCGTGTCAAAGATTGACGAAACCCTTCCGAGACCG 380
pchrAintl GTATATGCTCTACTATCGGGCCTTAACGCCGGTACTGTCGGCGTCATTGCTCTTGCTGCC 660
chrADNA. GTATATGCTCTACTATCGGGCCTTAACGCCGGTACTGTCGGCGTCATTGCTCTTGCTGCC 440
pchrAintl GTCGAACTATCCGAAAAGGCCATTACGGATCGGCTAACGAGAATCCTGGTCTTCCTCGGC 720
chrADNA. GTCGAACTATCCGAAAAGGCCATTACGGATCGGCTAACGAGAATCCTGGTCTTCCTCGGC 500
pchrAintl GCTACTGCCGGCATGCTGTACAATGCCCTCTGGTACTTCCCGGTCTTGATGCTAGCATCT 780
chrADNA. GCTACTGCCGGCATGCTGTACAATGCCCTCTGGTACTTCCCGGTCTTGATGCTAGCATCT 560

Figura 11. Localizacion de los intrones de las secuencias de chrA copia
genodmica. Alineamiento de la secuencia del gen chrA (secuenciada; chrA DNA)
y chrA de la base de datos (Neurospora crassa Data Base; pchrAint1), utilizando
el programa ClustalW. Se muestra de color verde el coddn de inicio y sombreada

la region de los intrones.
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TTGACGACCGCATTTGLCCAACATTAICGTCTTTTIGGGGICCGIAACAGCTCGGA
ACGGTGGGTGGCAGGAGGACCCTGACACTGTTAAAGATCAGCTACTATAACACC

AAGAG | CAGAACAIACC IACCGAGAGGAIACAGAGC ICAACAG GG GCCan
CACGCACCATCAATACAGCATATGTACCTATAGTGCGACCCCGCACCACTAAAACA
CAACACCACCACCACGAAAAGATCACCAAGCTTCGAACGGGGACCTCACCATGA
CCTCTACTTGCTGTACATTCAAACGGCGAGGGACGAAAGGGGCATTTCGTACGA

TAGCAATGTCACCTCAACCTCCAGTACCTAACAACTTTACCGGTCGCGCGA

GAICATTGGCATCGCGAAGCTGGAAT GICTTCCGAGTCAACTGGCACTTGGGC

TTCACGGCTTTTGGTGGGCCACCGGTCCACTTTAGGATAGTGACGTGCCACCTGTA
CIGTGAAACGGCCIGAACIGCAACAACCIAAITTAGTCTGCTTAAAACTGGCAAAC
CTGTAAGATTACCTATGGGCTGACAAGGAGACGATAACAGTTTAATGTCAAATTCG
TGCAA

Figura 12. Analisis de la region 5" del gen chrA de N. crassa. Secuencia de
nucleodtidos rio arriba del codon de inicio (letras de color verde) ATG del gen chrA
de N. crassa. En letras cafés se muestra la secuencia consenso de la caja CAAT y
en letras azules la caja GC, del presunto promotor del gen. También se muestran
en letras rojas las regiones consenso de union para el regulador transcripcional

Stbp5p.
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en hacer una cinética de crecimiento de N. crassa 74-A en caldo papa dextrosa
(P.D.B) con y sin cromato. Se usé 0.1 mM cromato ya que en esta concentraciéon
el crecimiento de N. crassa no se vio seriamente afectado en su desarrollo (Figura
14). El resultado de esta cinética, fue que al agregar las conidias en el medio
correspondiente con cromato, a las 12 h se vio un retraso en la germinacion de la
conidias, comprobandolo al analizar el peso seco, ya que al recolectar el micelio
en este tiempo casi no habia desarrollo de biomasa, mientras que en los tiempos
subsecuentes (24, 36, 60 h) la germinacién de las conidias de N. crassa se
recupero; este comportamiento se observé al compararlo con el analisis de peso

seco del hongo crecido sin cromato (Figura 14).

Para el analisis de expresion, se utilizaron alicuotas de micelio a intervalos de
tiempo de cada condicion antes mencionada y se emplearon para hacer una
extraccion de RNA total del cual se utilizd6 1 pg para el RT-PCR. Los
oligonucledtidos utilizados para este analisis se probaron mediante PCR,
amplificando una region interna del gen chrA (ChrA_ DRT1y ChrA_RRT1) (Figura
6) Yy una region interna del gen de actina, como control interno de expresion;
Nc_AcDL2i y Nc_AcRJ2i (Figura 7). Una alicuota de los productos de la reaccion
se analizé en un gel de agarosa observandose los fragmentos esperados de 522
pb para chrA 'y de 444 pb para actina (Figura 15). Como resultado del RT-PCR fue
que analizando la amplificacion del fragmento interno de chrA (522 pb), se
encontré6 que en las muestras sin cromato en los tiempos 24, 36 y 60 h, la
expresion de chrA se mostré de forma basal; en contraste, en la muestra de 12 h

la expresion fue mayor (Figura 16 A). En cambio, en las muestras obtenidas

45



DETERMINACION DE LA FUNCION DEL GEN chrA DE Neurospora crassa 74-A

ha
h
aa

Peso seco {mg)
= - ]
o o o
P | PR R |
L
L

I
1
I
I
I
I
1
]
|
=
=
=

o
h
al e

o
[=]
[

LI I L B BN BL LB BB BLINL NN N BLENL N LR LR R |

10 20 30 40 50 60
Tiempo (H)

=]

Figura 13. Cinética de crecimiento de N. crassa 74-A. Los cultivos se crecieron
en medio P.D.B. a 28 °C/175 rpm, tomando el micelio en los tiempos indicados, y

determinando el peso seco. Control sin cromato (e) y muestra tratada con 0.1 mM

de cromato (H). n=2 (duplicado).
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Figura 14. Amplificacion de fragmentos internos de los genes chrA y actina
de N. crassa mediante PCR. Analisis electroforético de los productos de los
genes chrA y actina mediante PCR. Carriles: M, marcador de tamafio molecular 1

kb DNA; 1, productos de PCR de los genes chrA y actina.
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en presencia de cromato, aunque al tiempo de 12 h la expresion se mostré baja,
alas 24, 36 y 60 h se observé una expresidon mayor que las muestras sin cromato
(Figura 16 A). Estos resultados indicaron que el gen chrA se induce en presencia
de cromato y se genera mas transcrito bajo esta condicién. Como control interno
de expresidon se observd que en todas las muestras el fragmento del gen
constitutivo de actina (444 pb) se amplificé (Figura 16 B), confirmando que se
habia cargado las misma cantidad de RNA en la reacciones. También se verificd
la integridad del RNA mediante electroforesis (Figura 16 C). Con esto se concluyé
que el gen chrA de N. crassa 74-A se expresa y ademas se induce en presencia

de cromato.

6. cDNA de chrA de N. crassa 74-A
A) Amplificacion del cDNA de chrA de N. crassa 74-A

Con el objetivo de determinar la funcién de chrA de N. crassa 74-A, primero se
amplifico el gen chrA partir de cDNA. Utilizando RNA total extraido de N. crassay
empleando los oligonucledtidos disefiados para amplificar el gen chrA Nc_DBIL y
Nc_RXIJ se realizé el RT-PCR (Figura 6). El producto de la reaccion se analizé
en un gel de agarosa, observando que el tamafio de los productos es de
aproximadamente de 1.550 kb (Figura 17), menor al obtenido a partir de DNA
genomico que fue de mayor tamafo (1.745 kb) (Figura 17). La diferencia de
tamafo se debe a que chrA gendmico que contiene los dos intrones ya
previamente identificados, mientras que chrA de cDNA no los contiene. Esta
banda se purificé para subsecuentemente clonarla en un vector para recuperar

fragmentos de PCR.
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C(+) - . - + - + - + (0.1mM Ko2rQs)

kh M 12h 24h 36h 60h

rRNA

Figura 15. Analisis de la expresion del gen chrA en N. crassa 74-A.
Muestras de micelio tratadas sin cromato (-) y con cromato (+), tomadas a
intervalos de 12, 24, 36 y 60 h, se procesaron para la extraccion de RNA total y se
efectuo el método de RT-PCR para analizar la expresion del gen. A) Electroforesis
del producto de PCR de chrA (522 pb). B) Gel de agarosa 1.5 % con producto de
PCR del control interno de expresion el fragmento del gen de actina (444 pb). C)
RNA total de muestras obtenidas de la cinética de crecimiento en el medio P.D.B.

de N. crassa 74-A (Figura 15).
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Figura 16. Amplificacién de chrA de N. crassa a partir de cDNA. Analisis
electroforético del producto de amplificacion del fragmento de chrA. Carriles: M,
marcador de tamafio molecular 1 kb DNA; 1, producto de PCR del gen chrA copia

genodmica; 2, producto de PCR del gen chrA copia cDNA.
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B) Clonacién de chrA de cDNA en el vector pJET 1.2/blunt

El fragmento correspondiente a la amplificacion del cDNA del gen chrA de N.
crassa, se cloné en el vector pJET 1.2/blunt generando asi el plasmido
recombinante pChrAc2, el cual se utilizé para transformar a E. coli cepa JM101
(Figura 18 A). Para verificar la construccion, las transformantes de E. coli
seleccionadas se analizaron por PCR empleando los oligonucleétidos Nc_DBIL y
Nc_RXIJ (Figura 6) y el producto de la amplificacion genero un fragmento del
tamano esperado (Figura 18 B). El plasmido recombinante pChrAc2 se utilizd

para la subclonacién del gen chrA en el vector pYES2.

C) Subclonacién del gen chrA en el vector pYES2

Una vez recuperado chrA en el vector pJET1.2/blunt, se subcloné el fragmento en
cuestion del plasmido generado pChrAc2 en el vector de expresion para S.
cerevisiae pYES2, el fragmento BamHI/Xbal purificado a partir de un gel de
agarosa se ligoé con este vector previamente linearizado con las mismas enzimas
(Figura 19 A) generando el plasmido recombinante pSCNC2 (7.4 kb) (Figura 19
B). El producto de esta ligacion fue utilizado para transformar E. coli XL1-Blue. A
las clonas seleccionadas como positivas se les verifico la correcta clonacién del
fragmento a través de un analisis de restriccion con las enzimas BamHI/Xbal. Se
obtuvo el fragmento de 1.550 kb correspondiente a chrA y el fragmento de 5.8 kb

correspondiente al vector pYES2 (Figura 19 B).
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Figura 17. Clonacion del cDNA del gen chrA de N. crassa 74-A. A) el producto
de amplificacion correspondiente al cDNA chrA fue clonado en el vector
pJET1.2/blunt generando al plasmido recombinante pChrAc2. B) Analisis
electroforético del producto de amplificacion del fragmento de cDNA chrA del
plasmido pChrAc2 por PCR con los oligonucleétidos Nc_DBIL y Nc_RXIJ. Carriles:
M, marcador de tamano molecular 1 kb DNA; 1, 2, 3, Producto de PCR de tres de

las transformantes seleccionadas.

52



DETERMINACION DE LA FUNCION DEL GEN chrA DE Neurospora crassa 74-A

- " e
- CYCATT
chen L 4
. pChrac2 e
R Fe g f
rep ¥ n’ ~Amp
URAT
fron GALL  BamH
H ~
per A
pSCNC2
7.4kb — Xl
i
ura3 (
ol puc
Amp

(5.8kh)
< pYES2

“€ chrA cDNA
(1.550kb)

Figura 18. Subclonacion del cDNA del gen chrA de N.crassa 74-A en pYES2.

A) A partir de la digestion del plasmido pChrAc2 con las enzimas BamHI/Xbal, se

recupero el fragmento correspondiente a cDNA chrA, mismo que fue ligado en el

vector pYES2, generando el plasmido pSCNC2. B) Analisis electroforético de la

restriccion de pYES2 (carril 1) y pSCNC2 (carril 2) con las enzimas BamHI/Xbal.

M, marcador de tamaino molecular 1 kb DNA.
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Para confirmar la identidad del fragmento clonado, éste fue secuenciado utilizando
Nc_DBIL y T7 como oligonucledétidos directos y ChrA_DRT1 como reverso. Con la
secuencia obtenida se llevd a cabo un alineamiento con el programa ClustalW,
teniendo como secuencia de referencia la obtenida del Neurospora crassa Data
Base (NCDB). El resultado mostré que se habia secuenciado el 100 % de chrA de
cDNA y que éste tenia un 100 % de identidad con la secuencia de referencia de la
NCDB (Figura 20). La construccion con chrA en el vector pYES2 (pSCNC2) se
utilizé para transformar a S. cerevisiae y seguir la estrategia experimental

propuesta.

D) Seleccion de transformantes de S. cerevisiae

Con la construccion pSCNC2, se transformé la cepa JCY100 de S. cerevisiae que
es auxotrofa a uracilo, seleccionando por el fenotipo silvestre (protétrofa a uracilo).
Tambien, se realizé una extraccion de DNA total a las mismas y una vez verificada
su calidad (Figura 21 A), el DNA se utilizd para la transformacion de la cepa E.
coli XL1-Blue. A las transformantes seleccionadas se les realizd una extraccion de
plasmido por lisis alcalina. Los plasmidos se digirieron con las enzimas
BamHI/Xbal. Las transformantes con la construccion pSCNC2 mostraron la
liberacion del los fragmentos de chrA (1.550 kb) y de pYES2 (5.8 kb) (Figura 21
B). El andlisis se les realizé a varias clonas de E. coli, mostrando todas ellas el
mismo patrén. Con esto se concluyd que las transformantes de S. cerevisiae
obtenidas poseen el plasmido pSCNC2, que contiene el cDNA del gen chrA de N.

crassa, ademas que se pudieron caracterizarlas a nivel molecular por el patrén de
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chrA.NcDB ATGTCACCTCAACCTCCAGTACCTAACAACTTTACCGGTCGCGCGAGATCATTGGCATCG 60
chrA.cDNA -TGTCACCTCAACCTCCAGTACCTAACAACTTTACCGGTCGCGCGAGATCATTGGCATCG 59
chrA.NcDB CGAAGCTGGAATGTCTTCCGAGTCAACTGGCACTTGGGCTTCACGGCTTTTGGTGGGCCA 120
chrA.cDNA CGAAGCTGGAATGTCTTCCGAGTCAACTGGCACTTGGGCTTCACGGCTTTTGGTGGGCCA 119
chrA.NcDB CCGGTCCACTTTAGGATATTTAATGTCAAATTCGTGCAAAAGACCAAATGGATCGATGAG 180
chrA.cDNA CCGGTCCACTTTAGGATATTTAATGTCAAATTCGTGCAAAAGACCAAATGGATCGATGAG 179
chrA.NcDB CAGGTGTACCAAGAGCTCTTCAGCGTCTCGCAGGCCCTCAGCGGACCAGGCAGCACCAAG 240
chrA.cDNA CAGGTGTACCAAGAGCTCTTCAGCGTCTCGCAGGCCCTCAGCGGACCAGGCAGCACCAAG 239
chrA.NcDB ATGTTGTACTGTATCAACTTGATACAAGACGGATTCCTTGCTGCCGTGTTCAGCTTCCTG 300
chrA.cDNA ATGTTGTACTGTATCAACTTGATACAAGACGGATTCCTTGCTGCCGTGTTCAGCTTCCTG 299
chrA.NcDB CTGTGGAGTTTACCGGGTGCCATAGGCATGTACGCGCTCGCTGTCGGCGTGTCAAAGATT 360
chrA.cDNA CTGTGGAGTTTACCGGGTGCCATAGGCATGTACGCGCTCGCTGTCGGCGTGTCAAAGATT 359
chrA.NcDB GACGAAACCCTTCCGAGACCGGTATATGCTCTACTATCGGGCCTTAACGCCGGTACTGTC 420
chrA.cDNA GACGAAACCCTTCCGAGACCGGTATATGCTCTACTATCGGGCCTTAACGCCGGTACTGTC 419
chrA.NcDB GGCGTCATTGCTCTTGCTGCCGTCGAACTATCCGAAAAGGCCATTACGGATCGGCTAACG 480
chrA.cDNA GGCGTCATTGCTCTTGCTGCCGTCGAACTATCCGAAAAGGCCATTACGGATCGGCTAACG 479
chrA.NcDB AGAATCCTGGTCTTCCTCGGCGCTACTGCCGGCATGCTGTACAATGCCCTCTGGTACTTC 540
chrA.cDNA AGAATCCTGGTCTTCCTCGGCGCTACTGCCGGCATGCTGTACAATGCCCTCTGGTACTTC 539
chrA.NcDB CCGGTCTTGATGCTAGCATCTGGTATCGCGACACTTGTACATGACTTGAGATGGATGCAC 600
chrA.cDNA CCGGTCTTGATGCTAGCATCTGGTATCGCGACACTTGTACATGACTTGAGATGGATGCAC 599
chrA.NcDB CAACCGATTTCGGCCATCGTTGGTTTTGGTACGGATCTGAAGGGCAAGCTCATCAGGGCA 660
chrA.cDNA CAACCGATTTCGGCCATCGTTGGTTTTGGTACGGATCTGAAGGGCAAGCTCATCAGGGCA 659
chrA.NcDB TGGCCTTTTGGAAAGTGGCCCGGATCAGCTTCAGATGCGGGTAACGATAACAATGCCGCG 720
chrA.cDNA TGGCCTTTTGGAAAGTGGCCCGGATCAGCTTCAGATGCGGGTAACGATAACAATGCCGCG 719
chrA.NcDB GTGCAAGGGCGAAGGAACAGTGCAGATGACGAAGAAAGCATCGAAATGTCGAGTGTGGCA 780
chrA._cDNA GTGCAAGGGCGAAGGAACAGTGCAGATGACGAAGAAAGCATCGAAATGTCGAGTGTGGCG 779
chrA.NcDB AAGGCAACAGCGACGGCGTCAAGCAGCTCCGGTGCCCGACCGAGAGCTGGACAACAGTCG 840
chrA._cDNA AAGGCAACAGCGACGGCGTCAAGCAGCTCCGGTGCCCGACCGAGAGCTGGACAACAGTCG 839
chrA.NcDB CAGCTGTCCGACCTTCCAGTTACCGAACAAGAAGCATCCACGTCGTCCTCCACAGGCGAA 900
chrA._cDNA CAGCTGTCCGACCTTCCAGTTACCGAACAAGAAGCATCCACGTCGTCCTCCACAGGCGAA 899
chrA.NcDB AACGAACCACGCACTATTTCAACTGAGTTTCGACTCGACTTTTCCTGGAAAATCGGAACG 960
chrA._cDNA AACGAACCACGCACTATTTCAACTGAGTTTCGACTCGACTTTTCCTGGAAAATCGGAACG 959
chrA.NcDB GCCATCGTCGCTTGCTTCTTCGCCACCTTTGTTGCCGTCATGGTCACTCGCGGCGTCTTC 1020
chrA._cDNA GCCATCGTCGCTTGCTTCTTCGCCACCTTTGTTGCCGTCATGGTCACTCGCGGCGTCTTC 1019
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CCGAATCCGCCTGGACTTCCCCTCTTGTACCACTTGTTTGTCAACATGTATCTTGCCGGC
CCGAATCCGCCTGGACTTCCCCTCTTGTACCACTTGTTTGTCAACATGTATCTTGCCGGC

ACAATTATCTTTGGCGGCGGCCCTGTCGTTATTCCTCTGTTGCGGGAATACGTGGTTGCC
ACAATTATCTTTGGCGGCGGCCCTGTCGTTATTCCTCTGTTGCGGGAATACGTGGTTGCC

GAGGGCTGGGTGAATCCCCGCGACTTTCTCATCGGACTTGCTCTGATCCAGGCCTTCCCA
GAGGGCTGGGTGAATCCCCGCGACTTTCTCATCGGACTTGCTCTGATCCAGGCCTTCCCA

GGGCCCAACTTCAACTTTGCCGTGTTCCTGGGGGCCTTGACCGCCATCGGCAGCGGTAAT
GGGCCCAACTTCAACTTTGCCGTGTTCCTGGGGGCCTTGACCGCCATCGGCAGCGGTAAT

AACCCGGTAGCAGGTGCGGTCCTCGCCTGGGTCGGCATTTTCAGCCCGGGCTTGATCTTG
AACCCGGTAGCAGGTGCGGTCCTCGCCTGGGTCGGCATTTTCAGCCCGGGCTTGATCTTG

GTCCATGGTACAATGGGGATTTGGAGTGCGGTGAGGAGCAAAAGATGGGTAAAGGCTGTG
GTCCATGGTACAATGGGGATTTGGAGTGCGGTGAGGAGCAAAAGATGGGTAAAGGCTGTG

CTCAGGGGCGTGAATGCTAGCGCAGTCGGGCTGATTTATACCGCCGTTTACCGGATTTGG
CTCAGGGGCGTGAATGCTAGCGCAGTCGGGCTGATTTATACCGCCGTTTACCGGATTTGG

TGTGTTGGCTACATCGATGAGGGCTTTCAGTATGGTAAGAGCTTGGGCGCTGACCCATGG
TGTGTTGGCTACATCGATGAGGGCTTTCAGTATGGTAAGAGCTTGGGCGCTGACCCATGG

TGGGTCGTGGTAACGGCGACGAGCTACGTCGGTGGGCGATGGTTCAACCTCAAGGCACCT
TGGGTCGTGGTAACGGCGACGAGCTACGTCGGTGGGCGATGGTTCAACCTCAAGGCACCT

GTAGCAATTATTCTTGGTGCAATCATGGGGTTGATCAGGTACGGCGTTGTGTCCGCTTGA
GTAGCAATTATTCTTGGTGCAATCATGGGGTTGATCAGGTACGGCGTTGTGTCCGCTTGA

19. Anélisis de la secuencia de chrA de cDNA de N. crassa 74-A

1080
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1139

1200
1199
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1259
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1319

1380
1379
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1620
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. Alineamiento

de la secuencia del gen chrA (Neurospora crassa Data Base; chrA.NcDB) y del

producto de la secuenciacion de chrA proveniente de cDNA(chrA.cDNA),

utilizando el programa ClustalW.
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chrAc
<« (1.550kb)

Figura 20. Verificacion de la presencia del plasmido pSCNC2 en
transformantes de S. cerevisiae. A) Carriles: M, marcador de tamafo molecular
1 kb DNA,; carriles 1, 2, 3, 4, DNA gendémico de las transformantes seleccionadas
de S. cerevisiae. B) Carriles: M, marcador de tamafo molecular 1 kb DNA; carriles
1, 2, 3, 4, Producto de restriccion BamHI/Xbal del plasmido extraido de las

transformantes seleccionadas de E. coli.
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digestion por enzimas de restriccion.

7. Analisis transcripcional de chrA en las transformantes de S. cerevisiae.

Las transformantes seleccionadas denominadas chrAc, se analizaron a nivel
transcripcional mediante RT-PCR, con la finalidad de determinar la expresion del
cDNA chrA, considerando a que el vector pYES2 contiene un promotor inducible
por galactosa (por lo tanto, gen que esté rio abajo de este promotor sera
expresado cuando se anade el azucar). Las transformantes de S. cerevisiae se
crecieron en presencia de galactosa (induccion) o glucosa (represion), se utilizaron
para extraer el RNA total para realizar el RT-PCR utilizando los oligonucleétidos
que amplificarian una region interna del gen chrA, ChrA_ DRT1 y ChrA_RRT1
(Figura 6). La cepa chrAc2 en condicion de represion mostrd sélo una ligera
expresion, mientras que en condiciones inductoras manifesté una expresion mas
elevada de chrA (Figura 22 A). La cepa control pYES bajo induccién o represion
no presentoé senal de expresion (Figura 22 A). La integridad del RNA total extraido
se verificd por electroforesis (Figura 22 B). Se confirmé con estos ensayos que el
gen chrA se expresa en presencia de galactosa en las transformantes de S.

cerevisiae.

8. Pruebas de susceptibilidad a cromato

A) Pruebas de susceptibilidad a cromato en medio sélido

Se disefid una estrategia experimental para determinar la susceptibilidad de las
transformantes de S. cerevisiae en medio soélido. Las transformantes chrAc2 se

crecieron en medio S.C.U. sin uracilo con glucosa (para obtener biomasa) y las
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Figura 21. Analisis transcripcional mediante RT-PCR del cDNA chrA de N.
crassa en las transformantes de S. cerevisiae. A) Gel de agarosa que muestra
la ausencia o presencia del fragmento correspondiente a la amplificacién del
cDNA chrA (522 pb). Carriles: M, marcador de tamafio molecular 1 kb DNA; 1
Producto de PCR Control (+) DNA gendmico N. crassa; carriles 2 y 3, producto de
PCR de la transformante pYES (pYES2) crecida en medio S.C:U ura- utilizando
como represor (glucosa 2%) y como inductor (galactosa 2%), carriles 4 y 5,
producto de PCR de la transformante chrAc2 (pSCNC2) crecida en medio S.C:U
ura- utilizando como represor (glucosa 2%) y como inductor (galactosa 2%). B)

RNA total de las muestras obtenidas de las transformantes de S. cerevisiae.
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células se lavaron y se resuspendieron en medio minimo S.C.U sin uracilo. De las
suspensiones se realizaron diluciones (1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:200) y se inoculd
una gota de 3 pl en medio minimo S.C.U sélido sin uracilo en condiciones
inductoras (galactosa). Se obtuvo como resultado que la cepa chrAc2 en las cajas
con 0.1 mM de cromato, mostré una inhibicion de crecimiento desde las ultimas
tres diluciones y presentd nulo crecimiento en las cajas de 0.15 mM (Figura 23).
Por su parte, la cepa control pYES tuvo una afectaciéon minima de crecimiento en
la caja con 0.1 mM de cromato, aunque en la caja de 0.15 mM se observd un
efecto drastico en el desarrollo de las células, pero aun se percibié un minimo
desarrollo (Figura 23). Estos resultados mostraron que la cepa chrAc2 que
contiene el gen chrA presenta un fenotipo de mayor sensibilidad a cromato en
comparacioén con la cepa control pYES. Debido a que estos resultados no eran los
esperados, por la razon de que casi todas las ChrA (de bacterias) descritas
confieren resistencia a cromato en esos sistemas, se hicieron pruebas de
susceptibilidad en medio liquido, para confirmar lo observado en medio soélido con

la cepa chrAc2.

B) Prueba de susceptibilidad a cromato en medio liquido

Para determinar el fenotipo de las transformantes de S. cerevisiae en medio
liquido, se creci6 a las transformantes de S. cerevisiae pYES (pYES2) y chrAc2
(PSCNC2) en medio minimo S.C.U. sin uracilo en condiciones inductoras, con
diferentes concentraciones de cromato. Se observé que a los tiempos analizados

12, 24, 48 h que se tomo la lectura de crecimiento de la transformante chrAc2,
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K,Croa? 0 0.1 mM 0.15 mM

Figura 22. Susceptibilidad a cromato de las cepas de S. cerevisiae en medio
solido. A partir de un preinéculo de 12 h crecido en glucosa 2 %, se aplicaron
gotas de 3 pl de las diluciones (1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:200), en cajas con medio
sélido S.C.U. ura- (Galactosa 2 %-Rafinosa 2 %) con las concentraciones de
cromato indicadas. Se incubaron 96 h/28°C. Control transformante de S.
cerevisiae (pYES2), chrAc2 cepa con chrA proveniente de cDNA. Se muestra foto

representativa de n=2.

61



DETERMINACION DE LA FUNCION DEL GEN chrA DE Neurospora crassa 74-A

esta se mostré mas sensible al cromato con respecto al control pYES (Figura 24).
En la concentracién de cromato 0.025 mM el crecimiento a las 12 h en la
transformante chrAc2 disminuyd hasta 2 veces con respecto a la transformante
control pYES; a concentraciones mayores de cromato la diferencia entre las
transformantes se acentua ligeramente debido a mayor sensibilidad de la
transformante chrAc2. Por otra parte, en los tiempos de 24 y 48 h, es claro que la
diferencia en la sensibilidad a cromato entre las cepas transformantes es mayor,
casi de 3 veces, en la concentracién mas baja del i6n (0.025mM), observandose
que en las concentraciones mas altas de cromato el crecimiento de la
transformante chrAc2 se inhibié hasta 6 veces mas con respecto al control pYES
(Figura 24). Se corrobord con esto lo observado en medio solido, en donde la
transformante chrAc2 se vio mas seriamente afectada por el cromato, comparado
con la cepa control pYES que no se vio afectado por el ion (Figura 23). Estos
resultados sugieren que la proteina ChrA de N. crassa 74-A en S. cerevisiae tiene
una funcién contraria a la descrita en bacterias, que es la de conferir resistencia a
cromato por un sistema de expulsién. Se puede considerar que, en hongos ChrA
tiene una funcion opuesta de ingresarlo al interior de la célula haciendo mas

sensible a cromato a S. cerevisiae.

9. Determinacion de cromo total en biomasa de S. cerevisiae

Debido a que el fenotipo de sensibilidad a cromato de las transformantes chrAc2
sugiere que estas transportan cromato al interior de la célula, se determiné si
éstas acumulan cromo en su biomasa en mayor proporcién que la transformante

con pYES2. Para ello, las transformantes mencionadas se cultivaron en presencia
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de Cr(VI) y se determiné el cromo incorporado a la biomasa mediante la técnica de
espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS). Como
resultado se obtuvo que la transformante chrAc2 en efecto acumulé cromo en su
biomasa conforme se aumentd la concentracién de cromato en el medio (Figura
25). A la concentracion de 0.1 mM de cromato la cepa con el gen chrA
(trnasformante chrAc2)mostré una acumulacién de cromo 2.5 veces mas alta con
respecto a la cepa control pYES (Figura 25). Como control interno de la
metodologia se analizé al manganeso, dando como resultado que la
concentracion de este i6n aumentaba de manera similar en ambas cepas pYES y
chrAc2 conforme se iba aumentado la concentracion de cromato en el medio
(Figura 25). Con estos resultados, se refuerza la interpretacion de que ChrA de N.
crassa es un transportador de cromato que favorece la acumulacién de cromo al

interior de la célula en S. cerevisiae.

10.Analisis del efecto del sulfato en las transformantes de S. cerevisiae

A continuacion se determind, de manera indirecta, si ChrA de N. crassa 74-A
transporta cromato de manera especifica o si es también capaz de transportar el
oxianién analogo sulfato. El fundamento de este experimento consiste en que un
exceso de ion sulfato, por su similitud estructural con el cromato, desplazaria a
este ion, revirtiendo su efecto toxico. El experimento consistié en crecer las cepas
bajo condiciones inductoras en un medio minimo con diferentes concentraciones
del i6n sulfato y de cromato, analizando el efecto de estos iones sobre el

crecimiento de las cepas. Se observé que la transformante pYES sin cromato y sin
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Figura 23. Susceptibilidad a cromato de las cepas de S. cerevisiae en medio
liquido. Los cultivos se crecieron en medio S.C.U. con galactosa 2 % y rafinosa 2
%, durante los tiempos sefalados, con las concentraciones de cromato que se
indican. Posteriormente se midié la absorbencia a 600 nm. pYES, cepa de S.
cerevisiae con el vector pYES2 vacio; chrAc2 cepa de S. cerevisiae con chrA

proveniente de cDNA. Se muestran barras de error estandar de la media, n=4

(duplicado).
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Figura 24. Acumulacion de cromo total en transformantes de S. cerevisiae.
Los cultivos de las transformantes de S. cerevisiae pYES y chrAc2 se crecieron en
medio S.C.U. con galactosa 2 % y rafinosa 2 %, durante 24 h con las
concentraciones de cromato que se indican. Posteriormente se dio el tratamiento
correspondiente a las muestras para la determinacion del cromo total vy
manganeso por ICP-MS como se describe en Materiales y Métodos. Se muestran

barras de error estandar de la media, n=2 (triplicado).
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sulfato sdlo tuvo un ligero crecimiento, debido a la ausencia de sulfato en el medio
(que es un i6n esencial); y el crecimiento se recuperd al agregar 0.25 mM de
sulfato de magnesio, teniendo un patrén de crecimiento similar en las otras
concentraciones de sulfato (Figura 26). Bajo la condicién con cromato 0.01 y
0.025 mM, la cepa pYES, como era de esperar, sin sulfato y en presencia del
cromato mostré una disminucion en su crecimiento, pero al agregar el sulfato se
revirtio dicho efecto, recuperando el crecimiento casi por completo, mostrando
claramente el efecto protector del sulfato sobre la toxicidad del cromato (Figura
26). En el caso de la transformante chrAc2, encontramos que sin cromato y sin
sulfato tuvo un ligero crecimiento pero éste se recuperé al agregar 0.25 mM de
sulfato, teniendo un comportamiento similar al de la cepa control pYES. Al
agregar cromato al medio sin sulfato, chrAc2 mostré inhibicion de crecimiento,
similar a lo que ocurrio en la cepa pYES (Figura 26). Sin embargo, lo mas
interesante fue que al agregar sulfato a la transformante chrAc2, el efecto toxico
del cromato se siguié manifestando y la cepa crecié aproximadamente dos veces
menos que su control sin cromato, aun agregando un exceso de 200 veces mas
de sulfato (Figura 26). Estos resultados sugieren que ChrA de N. crassa en S.
cerevisiae transporta al interior de las células de manera especifica al cromato y

no a su analogo sulfato.
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Figura 25. Efecto del sulfato en las transformantes chrA de S. cerevisiae. Los
cultivos de las cepas control con el vector pYES y con la cepa chrAc2 que
contiene chrA de cDNA se crecieron en medio minimo modificado, por 24 h/28
°C/175 rpm, con concentraciones de sulfato de magnesio y de cromato de potasio
indicadas. Se midié la absorbencia a 600 nm. Se muestran barras de error

estandar de la media. n=1 (triplicado).

67



DETERMINACION DE LA FUNCION DEL GEN chrA DE Neurospora crassa 74-A

IX. DISCUSION

En hongos, los mecanismos de resistencia a metales pesados ha sido un tema
muy importante por su utilidad en biorremediacién, pero sin embargo
particularmente los sistemas de resistencia al cromato han sido poco estudiados
en estos organismos eucarioticos. Las bacterias han desarrollado diferentes
mecanismos de resistencia al ibn cromato. De los mecanismos mas estudiados se
encuentran las proteinas transportadoras de membrana, las cuales directamente
promueven la expulsion de los iones cromato del citoplasma de las células,
utilizando el potencial de membrana como fuente de energia (Alvarez, et al., 1999;
Pimentel et al., 2002). En 1990, Cervantes y colaboradores describieron a la
proteina ChrA como un factor de resistenca a cromato en Pseudomonas
aeruginosa. Esta proteina esta codificada en el plasmido pUM505 y su expresiéon
promueve la expulsion de cromato de forma especifica. La proteina ChrA de P.
aeruginosa se incluy6 en la familia de transportadores CHR, reportada por Nies et
al., (1998) quienes describieron un pequefio grupo de proteinas de origen
procariota involucradas en el transporte de cromato. Mas recientemente, Diaz-
Pérez et al., (2007) actualizaron este andlisis, identificando 135 secuencias de
proteinas ChrA no redundantes agrupadas en una superfamilia denominada CHR,
donde ahora se incluia a organismos como arqueas, bacterias y eucariotes. La
superfamilia CHR esta compuesta por dos familias: la SCHR de cadena corta o
monodominio y la LCHR de cadena larga o bidominio. A su vez, la familia LCHR
se subdividio en siete subfamilias: seis de origen bacteriano (LCHR1 a LCHRG) y

una de origen fungico (LCHRF) donde se incluian cinco secuencias pertenecientes
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a los ascomicetos Neurospora crassa, Magnaporthe grisea, Gibberella zeae,
Aspergillus nidulans y el basidiomiceto Ustilago maydis. En este estudio se
confirmé la ausencia de una secuencia homologa a ChrA en levaduras (S.
cerevisiae, S. pombe y C. albicans) como habia sido descrito previamente por
Nies et al., (1998). En todos los casos las secuencias homodlogas estaban
anotadas como proteinas hipotéticas y no existia reporte de su caracterizacion. En
el 2006 Kiranmayi y Mohan describieron el transportoma de iones metalicos en el
hongo filamentoso N. crassa, donde se incluia a la proteina ChrA homdloga a

ChrA de P. aeruginosa como el transportador de cromato en este sistema.

Con el fin de establecer la presencia de nuevos homoélogos CHR en eucariotes e
identificar algun reporte sobre la funcionalidad de alguno de ellos, se buscaron
secuencias de proteinas no redundantes en la base de datos del NCBI, utilizando
como secuencia base de la busqueda la proteina ChrA de N. crassa (No. Acceso
CAD21291). Los resultados mostraron 38 nuevas secuencias con homologia, 31
de las cuales pertenecian a sistemas fungicos, (Tabla 1). Este nuevo grupo de
homdlogos CHR concuerda con los nuevos genomas liberados producto de
proyectos de secuenciacion. El analisis muestra que el phylum predominante de
hongos fue el Ascomycota. Esto puede ser debido a que varios de sus miembros
son de importancia biotecnolégica (Aspergillus sp.) o agricola al ser clasificados
como fitopatogenos (G. zeae, M. grisea). El analisis de las secuencias para
determinar su relacion evolutiva y/o origen, mostré que las CHR de hongos
coincidian en un solo clado (Figura 9), ratificando con ello su estrecha relacion y

apoyando con ello la existencia de un CHR ancestral, como habia sido
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originalmente propuesto (Diaz-Pérez, 2006) basado en su amplia distribucién en

los tres dominios de la vida.

Con la secuencia de la proteina ChrA de N. crassa deducida, se llevo a cabo un
analisis predictivo para determinar las caracteristicas de ésta. El analisis de la
topologia de la proteina, a través del sistema Toppred, mostro la presencia de 11
segmentos transmembranales (Figura 10). Esta proteina, como habia sido
descrita anteriormente, tiene las caracteristicas de numero de aminoacidos (= 400
a.a), numero de segmentos transmembranales (arreglo 4 + 6) y dominios
conservados particulares de los miembros de la familia de transportadores de

cromato descritos por Nies et al., (1998).

Utilizando la secuencia liberada de chrA de N. crassa, se disend una estrategia
basada en la amplificacion por PCR para la clonacion del gen chrA
correspondiente y poder asi abordar su caracterizacion. A partir de DNA total
extraido del micelio de N. crassa se amplific6 un fragmento de 1.745 kb,
correspondiente a lo reportado en la literatura para el gen chrA de N. crassa
(Figura 11 B). El fragmento se secuencié. El analisis por alineamiento utilizando
como secuencia molde a chrA de la base de datos del NCDB, identific6 dos
intrones localizados a +43 nt y +350 nt rio abajo del codén de inicio (Figura 12).
La secuencia originalmente reportada en el afio 2008 del gen chrA de N. crassa
codificaba una proteina de 584 a.a. Sin embargo, una nueva revision de la
secuencia depositada genera ahora una proteina de 507 a.a. Este resultado

coincide con la secuencia que se reporta en el presente trabajo.
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Se realiz6é un analisis de su regién 5" a fin de evidenciar la presencia de posibles
elementos de regulacion (Figura 13). ElI gen cuenta con los posibles elementos
para llevar a cabo su expresion, esto es, una caja CATT, una caja GC y un codén
de inicio ATG. Adicionalmente se encontré6 una regidon consenso de union al
regulador transcripcional Stbp5p (CGGN). Las cajas CAAT y GC del promotor
chrA tiene varias caracteristicas que de acuerdo al texto Klug y Cummings (1999)
deben estar presentes. Se localizan a una distancia del codén de inicio siendo
para la caja CATT de -70 a -80 nt y de -110 nt para la caja GC. La identidad de las
secuencias de las cajas también es una caracteristica particular, la caja CATT
(CAATCT) y la caja CG (GGGCGG) que para chrA comparten un 50 % de
identidad. La presencia de la secuencia regulatoria Stbp5p esta asociada a una
respuesta a estrés a xenobioticos y a través de la RNA polimerasa Il a estrés
oxidativo (http://www. yeastract.com). Este resultado se correlaciona con el hecho
de que el cromato esta asociado a la generacidén de estrés oxidativo en el interior

de célula, por el proceso de reducciéon del Cr (VI) (Shiy Dalal, 1990).

Identificada la presencia del gen chrA de N. crassa de 74-A y localizados de
manera informatica algunos elementos asociados a su regulacion asi como su
funcion (Figura 13) se procedid a estudiar la expresion de éste. Basado en la
metodologia de RT-PCR se disefid una estrategia para amplificar una region
interna de 522 pb del transcrito de chrA. EI RNA total de N. crassa 74-A fue
extraido de micelio crecido en caldo papa dextrosa (PDB) adicionado o no de 0.1
mM de cromato a diferentes tiempos de cultivo y ensayado para determinar la

presencia de chrA. El medio y la concentracién de cromato fueron seleccionados
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basados en su efecto sobre el crecimiento y desarrollo de N. crassa, esto es,
inhibicién de al menos un 10 % del crecimiento (Figura 14). Se observé que a
partir de las 24 h de cultivo, la expresion de chrA fue mayor comparada con la
condicion control (sin cromato) donde se observé una expresion basal (Figura 16
A). La expresion dependiente de la presencia del cromato alcanzé un maximo a
las 36 h. Este resultado al mostrar que chrA de N. crassa era inducido por cromato
apoya la hipoétesis de su participacion en la resistencia de cromato. En bacterias,
la expresion del gen chrA es considerada una respuesta adaptativa, esto es, una
respuesta apropiada del organismo a una demanda del ambiente, la cual genera
cambios en el organismo (Karp, 1996). La regulacion genética en organismos
eucarioticos es compleja que en procariotes involucrando tres distintos niveles:
transcripcional, procesamiento y de traduccién (Karp, 1996). En el caso particular
de chrA en N. crassa se demuestra que existe una regulacion a nivel
transcripcional, ya que la expresiéon basal de este gen se incrementa por efecto del
cromato o probablemente del estrés oxidativo que genera este ion. Este caso es
parecido al descrito para las proteinas denominadas metalotioninas (péptidos que
participan en la destoxificacion de algunos metales), ya que su sintesis se
incrementa luego de la presencia de metales como zinc, cadmio o cromato en el
medio (Butt y Jecker 1987; Karp 1996; Solis-Heredia et al., 1999). El analisis de
expresion del gen chrA mostrd que su transcrito esta presente durante las etapas
iniciales de crecimiento del hongo — emisién del tubo germinativo- (Figura 16,

carril 36 h).
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Al haber identificado que ChrA de N. crassa tiene la posibilidad de estar
involucrada en algun proceso en donde el cromato estaba implicado y del
antecedente de ser considerada una proteina hipotética transportadora de
cromato, se investigd la posible funcion utilizando la expresion heteréloga en S.
cerevisiae. El uso de este organismo fue por tener ciertas ventajas: es un
organismo eucariotico modelo, con metodologias estandarizadas para su
manipulacion por técnicas de genética molecular, su genoma esta secuenciado y
de libre acceso, y el no contener ningun homélogo chrA (Nies et al., 1998). Un
antecedente importante es que autores como Haro et al., (1999), Benito et al.,
(2000) y Kiranmayi et al., (2009) expresaron transportadores de membrana de N.
crassa en Saccharomyces, razon por el cual esta metodologia se uso6 para tratar

de determinar la posible funcién de ChrA.

Dentro de la metodologia, existia la posibilidad de utilizar chrA gendmico (con
intrones), pero la decision de no utilizarlo para determinar la funcion se debi6 a
que Flores-Alvarez (2008) investigd la funcidon con el uso de chrA gendmico, en
donde habia demostrado inicialmente que si conferia resistencia a cromato en las
transformantes de S. cerevisiae. Sin embargo, al reproducir los resultados, no fue
pudo explicar el fenotipo obtenido de estas transformantes. En ese trabajo se
propuso que el problema del gen con intrones en S. cerevisiae se podria deber a
que el procesamiento de los intrones no funcionaba en la levadura. En un inicio se
iba a tomar la posibilidad de utilizar chrA gendmico ya que por ejemplo Jinzhu et
al., (2005) habian expresado el gen con intrones de una quitinasa de Trichoderma

aureviridea en S. cerevisiae y observaron la funcién del gen sin ningun problema.
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Sin embargo, existen reportes en donde se descarta el uso de genes con intrones
ya que no podian observar su funcionalidad proponiendo el uso cDNAs
provenientes de genes. Por ejemplo, Li y Ljuangdahl (1995) expresaron una
xilanasa de Aureobasidium pullulans; Yévenes y Cardemil (2000) expresaron una
fosfoenol piruvato carboxicinasa de Trypanosoma brucei; Lee et al., (2004)
expresaron una fitasa de E. colii Rezaee et al.,, (2005) expresaron una
enterotoxina de E. coli; Jia, et al., (2006) expresaron una glutation transferasa de
Arabidopsis thaliana; Wang, et al., (2006) expresaron una delta-6 desaturasa de
Thamnidium elegans; Li et al.,, (2006) expresaron una dextranasa; Liu (2007)
expresaron una proteasa de Trichoderma, todos ellos en S. cerevisiae como

organismo heterdlogo.

Con estos antecedentes el disefio de la metodologia la cual se basé en amplificar
el cDNA chrA de N. crassa. Para ello se amplificé este, generando un producto de
1,550 kb (Figura 17) utilizando los oligonucleétidos Nc_DBIL y Nc_RXIJ (Figura
6), mostrando la diferencia de tamafio entre ambas chrA’s cDNA y gendmico este
ultimo de 1,745 kb (Figura 17). Se liber6 el cDNA chrA de la construccidon
pChrAc2 mediante enzimas de restriccion (BamHI/Xbal) para subclonarlo en el
vector binario pYES2 generando el plasmido recombinante pSCNC2 (Figura 19).
El uso de este vector se debe a que antecedentes como Li y Ljuangdahl (1995),
Yévenes y Cardemil (2000), Lee et al., (2004), Rezae et al., (2005), Liu y Yang
(20095), Jia, et al., (2006), Wang, et al., (2006), Li et al., (2006), Liu (2007) y Cira et
al., (2007), exitosamente utilizaron este vector para la expresion heter6loga en S.

cerevisiae. El chrA del plasmido recombinante pSCNC2, se secuencié. Como
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resultado se comprobd que se habia amplificado el 100 % del cDNA chrA de 1,550
kb. Al realizar el alineamiento de esta secuencia con la del Neurospora crassa

Data Base (NCDB) mostr6 que tenia una identidad del 100 % (Figura 20).

Identificadas algunas transformantes de S. cerevisiae, se caracterizé la expresion
mediante RT-PCR en presencia de su inductor (por el promotor Gal1) galactosa.
Las transformantes de S. cerevisiae chrAc seleccionadas en presencia del
inductor mostraban un nivel de transcrito muy elevado en comparacion con el
transcrito en presencia del represor (glucosa) o de su contraparte el control con el
plasmido vacio que no mostraron ninguna sefal de transcrito (Figura 22 A). Se
demostrd por lo tanto la expresion en las transformantes, de la misma manera que
Flores-Alvarez (2008) lo habia demostrado, excepto que en este trabajo se utilizd
para comprobar la expresién de las transformantes de S. cerevisiae el Northern

blot.

Para establecer el fenotipo de las transformantes de S. cerevisae, se disefid una
estrategia experimental la cual consistio en probar el efecto del Cr(VI) sobre el
crecimiento, tanto en medio solido como en medio liquido, utilizando un medio
minimo (S.C.U sin uracilo) bajo condiciones inductoras (galactosa). EIl resultado
en medio solido fue que las transformantes chrAc eran sensibles al cromato con
respecto al control pYES (Figura 23), al mostrar una inhibicién en el crecimiento
en las diluciones utilizadas 1:50, 1:100 y 1:200 en las cajas con 0.1mM de
cromato, siendo mas clara la inhibicion en las cajas de 0.15mM (Figura 23). Con
esto se demostré que chrA de N. crassa 74-A generd sensibilidad a cromato,

resultado contrario a lo que se esperaba de que confiriera resistencia al oxianion,
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por los antecedentes que se tienen de que la proteina ChrA en bacterias esta
involucrada en la resistencia a cromato (Cervantes, et al., 1990, Nies., et al., 1990,
Aguilar-Barajas et al., 2008, Leén-Marquez, 2008, Branco et al., 2008, Diaz-
Magana et al., 2009). Este fendbmeno que se encontré en un inicio se pens6 que
era un evento aislado, se probaron varias transformantes para determinar si el
dato era real. Esto debido a que como Li y Ljungdahl (1996) que habian utilizado
el vector pYES2 para expresar un gen para una xilanasa de Aureobasidium
pullulans, caracterizaron varias transformantes y encontraron que éstas tenian
variaciones en la actividad de este producto. Para determinar si realmente el
fenotipo era de sensibilidad, los experimentos de medio sdlido se realizaron al
menos con tres transformantes distintas y se observd que se tenia el mismo
comportamiento en todas ellas. Debido a que el analisis de cajas es un método
cualitativo, se corroboré el fenotipo utilizando una metodologia similar pero en
medio liquido que es un método mas cuantitativo. Se observé que a la primera
concentracion de cromato (0.025mM) las transformantes chrAc mostraron una
inhibicion significativa de crecimiento, siendo mas marcada conforme se
aumentaron las concentraciones de cromato, siendo dos veces menor el
crecimiento a las 12 h y hasta 6 veces menos a las 24 y 48 h, respecto al control
PYES (Figura 24). Se corroboraba asi lo encontrado en medio sdélido y se
demostré que ChrA de N. crassa en S. cerevisiae confiere hiper-sensibilidad al
cromato. Este hallazgo indicé que podria estar involucrado un fendmeno de
transporte. Existen al menos dos antecedentes acerca de ChrA’s que no confieren
resistencia a cromato: chrA copia genémica de P. aeruginosa PAO1 y chrA de

Synechococcus elongatus PCC4972 (Aguilar-Barajas, 2010).
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Este resultado, sugirio la idea de que la proteina ChrA en S. cerevisiae tenia una
funcién totalmente inversa, lo que generd la hipotesis que este transportador tenia
una funcién de ingresar el cromato (razén por la cual el crecimiento de las
transformantes disminuye al estar en presencia del cromato) en vez de expulsarlo
(donde veriamos, si fuese el caso, resistencia al i6n). Existen varias explicaciones
a esta observacion: para los hongos filamentosos, especificamente N. crassa,
existen reportes en donde lo consideran buen acumulador de cromo mediante un
sistema de adsorcion (Verglio y Beolchini, 1996) utilizando la pared celular 6 en el
interior de la célula del hongo (bioacumulacién) (Ramana y Sastry, 1994, Tunaly et
al., 2004), donde el hongo ingresaba el cromato, por el transportador de sulfato
(Marzluf, 1970) pero no por un transportador adicional a éste. Cabe recalcar que
en hongos levaduriformes (géneros Candida, Saccharomyces) como filamentosos
(género Aspergillus), la bioacumulacion de metales pesados (Zn, Cd, Cr, Mn, etc.)
es un mecanismo comun (Verglio y Beolchini, 1996; Dar y Shakooli., 1999), por lo
que no era de sorprender que las transformantes de S. cerevisiae con el gen chrA
tuviese fenotipo de sensibilidad a cromato. Adicionalmente, se puede hacer
alusién a lo reportado por Diaz-Pérez et al., (2007) de que: todos los miembros
CHR por su diversidad en las subfamilias puede ser que tengan roles diferentes
y/o adicionales a la expulsion a cromato. Esto se habia observado para las ChrA's
de bacterias, por lo que la hipétesis de Diaz-Pérez et al.,, (2007) puede ser

apoyada por lo observado con ChrA de N. crassa.

Por el resultado de hipersensibilidad a cromato y los antecedentes de que varios

géneros de hongos tienen mecanismos de bioacumulacion de metales se genero
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la hipbtesis de que probablemente ChrA de N. crassa 74-A transportara cromato al
interior de la célula en S. cerevisiae. Para determinar si las transformantes
acumulaban cromato al interior de la célula, como inicialmente se pensaba por el
fenotipo de sensibilidad, se detrminé la acumulacion de cromo en la biomasa de
las transformantes con y sin el cDNA chrA, utilizando la metodologia de
espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS). Los
resultados mostraron que la transformante chrAc al aumentar la concentraciéon de
cromato lo acumulé en mayor proporcién con respecto al control llegando a
acumular 2.5 veces mas cromo total en la biomasa en la concentracion de cromato
de 0.1mM (Figura 25). Con esto se comprob6 que ChrA favorece la entrada de
cromo a la célula. Debido al uso de células completas de levadura, habia la
posibilidad de que una parte del cromato quedara atrapado en la pared celular,
teniendo el antecedente de Pa$ et al., (2004) que observaron que en células
completas 6 esferoplastos de Candida sp. que la acumulacién de cromo (VI) era
similar al usar los dos tipos de células, concluyendo que el ingreso a la célula del
cromato no se ve afectado por la presencia de la pared celular. Consideramos que
la interferencia que podia generar la pared celular de S. cerevisiae es minima y
que por lo tanto ChrA tiene una funcién de transportar cromato al interior de la

célula de S. cerevisiae.

Finalmente, se considero la posibilidad de que la proteina ChrA de N. crassa 74-A
en S. cerevisiae pudiera, bajo cierta condicidn, dejar de ejercer efecto de
hipersensibilidad a cromato en la levadura, por ejemplo, por un hipotético efecto

de competencia con sulfato. El fundamento de este experimento consiste en que
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el sulfato, agregado en exceso, por su similitud estructural tetraédrica con el
cromato, al agregar un exceso de sulfato en el medio, éste desplazaria a este i6n
revirtiendo su efecto téxico (fendbmeno que se observa en el transportador de
sulfato especificamente). Se observé que las transformantes pYES crecida en un
medio minimo sin sulfato en presencia de galactosa, al adicionar diferentes
concentraciones de sulfato y de cromato, mostré que cuando no hay o existe muy
poco sulfato en el medio, el cromato ejerce a un efecto toxico, que en este caso se
vio a manera de inhibicion del crecimiento; sin embargo, al adicionar una
concentracion minima de sulfato 0.25 mM, el crecimiento con y sin cromato eran
muy similares ya que se recuperaba casi al 100 % el crecimiento aun en presencia
del i6n téxico (Figura 26). Lo mas interesante de este experimento fue que la cepa
transformante chrAc2 cultivada bajo las mismas condiciones que la cepa control
pPYES, mostro que en presencia de cromato y de sulfato, esta no recuperaba su
crecimiento, aun agregando la concentracion mas alta de sulfato de 2 mM (Figura
26). Esto sugiere que ChrA de N. crassa en S. cerevisiae reconoce de manera
especifica al cromato y no a su analogo sulfato. Este resultado encamina a
reforzar la idea de que las proteinas CHR son transportadores de cromato. Con
los antecedentes de ChrA de P. aeruginosa y de Shewanella sp. (Aguilar-Barajas,
2010), en los cuales se ha demostrado que no transportan sulfato, y los resultados
obtenidos en este trabajo, se va descartando la hipotesis de que estos
transportadores pudieran tener otra funcion aparte de la de transportar cromato,
como lo habian propuesto Diaz-Pérez et al., (2007). Pero, particularmente la ChrA
de N. crassa abria la posibilidad de que bajo alguna condicidén (estadio de

desarrollo del hongo, condicion del medio, estrés) pudiera tener alguna funcion
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adicional debido a la evidencia del ligero aumento de la expresion que se observo

en los controles en ciertos estadios del desarrollo del hongo.

Cualquier sistema ya sea de resistencia o de transporte de metabolitos, involucra
varias proteinas que trabajan en conjunto, por lo que no son sistemas que trabajan
de manera aislada (Nies, 2003). Al extrapolar esta informacién a lo que ocurria en
S. cerevisiae existia la posibilidad de que tal vez en la levadura careciera de uno
o varios elementos para manifestar una posible resistencia, caso contrario al que
esperariamos que operara para que se generara la resistencia en el organismo

huésped (N. crassa).

Otro factor que se tomo en cuenta para explicar el fenomeno de que chrA de N.
crassa en S. cerevisiae generaba sensibilidad a cromato, fue que las proteinas
de membrana no tienen una topologia unica (Rapp et al., 2006). Estas proteinas,
al igual que muchas otras son dinamicas (no tienen una forma unica dentro de la
membrana), por lo tanto existen varias teorias y algunas de ellas demostradas
que algunas proteinas de membrana pueden tener una topologia dual (estar en
orientaciones opuestas) (Bowie, 2006, Rapp et al., 2006). Para el caso de ChrA de
N. crassa, podria suceder que este transportador de cromato ¢4 podra funcionar en
sentido inverso?, por lo tanto en vez de ingresar el cromato lo expulse y podria ser
que el hongo tuviera dos mecanismos en donde esta proteina bajo ciertas
condiciones opte por ingresar al cromato al interior de la célula y que bajo otras lo

expulse.
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Todos estos resultados en conjunto, contestaron muchas preguntas tales como si
chrA se expresaba en N. crassa en presencia de cromato, asi como, la funcion de
chrA en un organismo heterélogo (S. cerevisiae) y a su vez abrieron otras,
igenerara resistencia a cromato una mutante chrA en N. crassa?, ¢;ChrA
transporta unicamente cromato? y ;bajo qué condicion expulsa 6 favorece la
acumulacion de cromato en N. crassa?. Al final esto generd una propuesta de un
modelo hipotético de lo que podria ocurrir en N. crassa; el cromato en el medio, al
estar en contacto con el hongo, una parte de este se queda atrapado de manera
muy eficiente en la pared celular (Veglio y Beolchini, 1997). Por otra parte, el
cromato en el hongo utiliza el transportador de sulfato para entrar a las células
(Dreyfuss, 1964; Marzluf 1970; Arslan et al., 1987; Cervantes et al., 2001) 6, como
la propuesta del resultado de esta investigacion que pudiera entrar por la accién
de la proteina ChrA, bajo ciertas condiciones y ya en el interior el cromato podria
ser atrapado por el sistema de vacuolas (Ghrarieb y Gadd, 1997) o que se reduzca
a cromo trivalente, el cual podria ser atrapado por vacuolas (Ghrarieb y Gadd,
1997) 6 inmovilizado por enzimas como las metalotininas (Butt y Jecker, 1987;
Solis-Heredia et al., 1999; Krepkiy et al., 2003). Este fendmeno de ingresar los
compuestos toxicos para procesarlo en una forma menos tdxica o bioacumularlos
no es poco comun. Se ha observado en varios organismos por ejemplo, el
arseniato As (V) que ingresa por el transportador de fosfato (Chang et al., 1989;
Huang y Lee, 1996) en algunas bacterias y después es reducido a arsenito As(lIl)
y es expulsado por un transportador especifico para arsenito (Gladysheva et al.,
1994). Otro ejemplo es el mercurio, algunas bacterias lo transportan al interior de

la célula por un transportador especifico de mercurio (Wilson et al., 2000), para
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que éste sea reducido de manera enzimatica de mercurio divalente Hg (ll) a
mercurio elemental Hg (0), este ultimo se elimina por difusién pasiva por la pared
(Hobman y Brown, 1997). De cierto modo por lo tanto, el transporte de
compuestos toxicos no es como se podria considerar un suicidio, sino que mas
bien la célula bajo ciertas ocasiones ingresa el compuesto debido a que
probablemente tenga en su interior sistemas altamente eficientes para
contrarrestar el efecto del agente téxico. Finalmente con esto, la propuesta ahora
de manera general hacia las proteinas ChrA es que su funcion en varios
miembros de la superfamilia CHR tanto procariotes como eucariotes apunta a que

todos son transportadores de cromato.

El haber identificado que N. crassa tiene un transportador de cromato el cual
presumiblemente favorece la acumulacion de cromo circundante del medio en su
biomasa y con la tendencia de utilizar organismos para la biorremediacion, ya sea
por adsorcion (pared celular) o absorcion (biomasa), N. crassa puede ser

considerado como un muy buen candidato para una aplicacion biotecnologica.

Hasta ahora es solo el comienzo de entender estos mecanismos altamente
conservados en los tres dominios de la vida, pero conforme el conocimiento y la
tecnologia avance nos ayudara a comprender un poco mas estos sistemas tan
interesantes y que tal vez podamos aprender a utilizarlos para bien de la

humanidad.
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X. CONCLUSIONES

En este trabajo se demostré que la expresion del gen chrA de Neurospora
crassa es inducible por cromato.

La proteina ChrA de Neurospora crassa 74-A funciona como un
transportador que favorece la acumulacion de cromato de manera

independiente de sulfato en Saccharomyces cerevisiae.
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