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RESUMEN

La cepa Ed8 de A. niger var. tubingensis es nativa de suelos contaminados con
cromo hexavalente, posee resistencia al metal y la capacidad de transformarlo
en Cr(lll). En el laboratorio se han clonado los genes mlpd y gox de la cepa
Ed8, codificantes de la Manitol 1 fosfato deshidrogenasa (M1PD) y Glucosa
oxidasa (GOX), respectivamente. Tambien, se han obtenido construcciones
moleculares para interferir con la funcion de dichos genes en la cepa EdS,
mediante la estrategia de silenciamiento genico por RNA de interferencia, con
el fin de conocer el papel de los correspondientes productos en la resistencia a
cromo hexavalente y/o la capacidad de reducirlo a Cr(VI) de la cepa. Con el
objetivo de contar con un protocolo para introducir de manera eficiente las
mencionadas construcciones en el genoma de la cepa Ed8, en este proyecto
de verano se avanzo en el establecimiento de un protocolo de transformacion
de esferoplastos. Se determinaron las condiciones para la obtencion de
esferoplastos mediante tratamiento con una enzima litica y se establecio la
concentracion minima inhibitoria de higromicina, tanto para los esferoplastos
(300 uM) como para conidias (70 uM). También, se realizo un experimento de
transformacion de esferoplastos de la cepa Ed8 con DNA del vector p-Silent-1,
seleccionando en medio con higromicina. Se obtuvieron 30 presuntos
transformantes, de los que 5 mostraron resistencia a 70 pM de higromicina a
partir de conidias. Como trabajo futuro de este proyecto, debera establecerse la
presencia de moleculas del vector p-Silent-1 en el DNA de los presuntos
transformantes, mediante PCR.

INTRODUCCION

El cromo es un metal de transicion localizado en el grupo VI-B de la tabla
periodica, que posee multiples estados de oxidacion de los cuales las formas
mas estables encontradas en la naturaleza son el cromo trivalente Cr(lll) y el
cromo hexavalente Cr(VI). Este ultimo, que se encuentra comunmente en
forma de cromatos (CrO4%) y dicromatos (Cr,07%), se puede encontrar como
parte de los desechos de muchas industrias como las de mineria, las curtidoras
y las de fabricacion de productos textiles, lo que ha contribuido a la
contaminacion ambiental por el metal. EIl Cr(VI) es un fuerte agente oxidante
que es considerado la forma mas toxica del metal, debido a que atraviesa
facilmente las membranas bioldgicas y puede ser transportado al interior de las



células por medio del transportador de sulfato (Borst- Pauwels, 1981). Se
conoce que el Cr(VI) es altamente toxico para todas las formas de vida, siendo
mutagénico y carcinogénico en humanos y mutagénico en bacterias (Losi y
col.,1994). Se ha propuesto que la toxicidad del Cr(VI) se debe a que dentro de
las células se generan intermediarios reducidos de cromo que en presencia de
H,O, funcionan como catalizadores de una reaccion tipo Fenton, generando
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), con el consecuente dafio oxidativo,
produciendo peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas y acidos nucleicos
(Ercal y col.,, 2001; Liu y Shi, 2001).

La influencia negativa de la acumulacién del cromo sobre las poblaciones de
microorganismos del suelo ha sido ampliamente descrita, asi como la
consecuente aparicion de poblaciones de organismos adaptados (tolerantes) al
ambiente hostil (Cervantes y col., 2001). Para esta tolerancia, los
microorganismos han desarrollado mecanismos activos o pasivos que les
permiten remover o destoxificar el metal. En ciertas especies se conocen con
detalle dichos mecanismos, algunos de los cuales son de interés basico y de
importancia biotecnolégica, esto ultimo en el contexto del desarrollo de nuevas
tecnologias para el tratamiento de efluentes industriales y para Ila
biorremediacion de sitios contaminados.

Los hongos son organismos ubicuos en la naturaleza, que predominan en el
suelo, poseen propiedades fundamentales como biotransformadores y juegan
un papel importante en los ciclos geoquimicos de los metales (Gadd, 1993;
Burford y col.,, 2003). Se ha descrito el aislamiento de cepas fungicas
resistentes a Cr(VI), tanto de sitios contaminados con el metal como en el
laboratorio por tratamiento de cepas de coleccidon con agentes mutagenicos
(Cervantes y col., 2001).

Por estudios previos del grupo de trabajo, se aislaron cepas de hongos
filamentosos nativas de sitios contaminados con cromo hexavalente, algunas
de las cuales eran resistentes al ion y mostraban la capacidad de transformarlo
en Cr(lll) (Espino Saldafia, 2002; Acevedo Aguilar y col., 2006). Entre dichas
cepas esta Ed8, cuya identificacion mediante estudios moleculares vy
morfofisiologicos indicd que es un aislado de Aspergillus niger var tubingensis
(Fernandez Perrino y col. 2007; Corefio Alonso y col., 2009). Dado que en la
cepa Ed8 la reduccién del Cr(VI) parece ocurrir en el medio extracelular
(Acevedo Aguilar y col., 2006) se ha hipotetizado que parte de la fuente de
electrones para ello podria implicar la participacion de reservas intracelulares
de poder reductor y de proteinas translocadoras de electrones (posiblemente
del tipo de las NADPH oxidasas membranales), de una oxido-reductasa
extracelular que transfiere los electrones al Cr(VI) y/o por la produccion de
metabolitos reductores. Se ha observado que en la cepa Ed8 incubada con
Cr(VI) ocurre incremento en la produccion de metabolitos como el manitol y el
acido gluconico (Acevedo Aguilar, 2008; Corefio Alonso,2009). Se ha
demostrado que el manitol en otros hongos funciona como regenerador de
poder reductor por la produccion de NADPH (Hult y col., 1980) y como
protector contra el estrés oxidativo (Ruijter y col., 2003), por lo que en la cepa
Ed8 su produccion pudiera ser importante para contrarestar el estres oxidativo
causado por el Cr(VI) y/o que constituya parte de las fuentes de electrones
necesarios para la reducciéon del Cr(VI). En el caso del acido gluconico, este es



producido a partir de la oxidacion de la glucosa, por accion de la actividad
enzimatica de glucosa oxidasa (GOX), enzima que en algunas especies de los
géneros Aspergillus (Clarke y col., 2006) y Penicillium (Mikhailova y col., 2000)
ha sido descrita como secr5etable al medio extracelular. Interesantemente, se
ha observado que la GOX purificada de origen comercial de A. niger es capaz
de causar la reduccion de Cr(VI) In vitro (Acevedo Aguilar, 2008; Corefio
Alonso,2009; Romo Rodriguez, 2010).

La evidencia sobre relacion de los cambios bioquimicos mencionados
con las caracteristicas fenotipicas de resistencia a Cr(VI) y/o la capacidad de
su transformacion a Cr(lll) por la cepa Ed8, puede provenir de estudios de
manipulacion de la produccion de los metabolitos mencionados por
procedimientos de genética molecular. Con este fin, en el laboratorio se ha
avanzado en la clonacién de los genes mlpd [codificante de la Manitol 1-
Fosfato Deshidrogenasa (M1PD), implicada en la sintesis de manitol] (Castillo
Nava, 2009) y gox [codificante de la Glucosa Oxidasa (GOX) implicada en la
sintesis de acido glucoénico] de la cepa Ed8 (Rodriguez Preciado, 2010) y se
han obtenido construcciones moleculares para interferir con la funcion de
dichos genes en la cepa Ed8, mediante la estrategia de silenciamiento genico
por RNA de interferencia (Romo Rodriguez, 2010).

JUSTIFICACION

La introduccién de construcciones moleculares en la cepa Ed8 de A.
tubingensis requiere de la implementacion de un procedimiento de
transformacion genetica, por lo que en este proyecto se realizaron
experimentos sobre la formacién de esferoplastos de la cepa Ed8 y su
transformacion con el vector de silenciamiento pSilent-1 (Nakayashiki y col.,
2005).

METODOLOGIA

MICROORGANISMOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Se utilizo la cepa resistente a cromato de Aspergillus niger var. tubingensis
Ed8, aislada previamente (Espino Saldafia, 2002; Acevedo Aguilar y col.,
2006). ElI medio de crecimiento para la obtencién de conidias es el medio
minimo Lee (Lee y col., 1975) al que se le afiade dextrosa al 0.25%. Para la
obtencion de germinulas a ser usadas para la obtencion de esferoplastos se
uso el medio de cultivo YED (extracto de levadura, 1 %; Dextrosa, 1 % ;Hepes,
20 mM y ajustando el pH a 8 con NaOH 1M)

OBTENCION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DE
HIGROMICINA PARA ESFEROPLASTOS

La obtencion de la CMI de higromicina para esferoplastos se realizo mediante
la adicion de aproximadamente 10° de estas células mezcladas con top agar a
cajas de medio minimo; después de 12 horas de incubacion se agrego una
capa de top agar con diluciones del antibiotico que iban desde los 260 hasta
los 320 pg/ml. Después de 5-7 dias de incubacion, se registraron los resultados
de ausencia o presencia de colonias en las cajas. Se determind como CMI la
concentracion en donde no habia crecimiento aparente en las cajas.



PREPARACION DE ESFEROPLASTOS

Se siguio el procedimiento de Buxton y col. (1985), con algunas

variaciones de acuerdo a como se describe a continuacién. Se obtuvieron
germinulas mediante la inoculacién de 5 X 10° conidias/ml en medio YED,
incubando los cultivos en agitacién durante 8 horas a 29 °C a 200 rpom . Las
germinulas se colectaron por filtracion en un filtro monodur recogiendo las
mismas del filtro y se suspendieron en 20 ml de solucion OM (1.2 M MgSO, +
0.1 M NazHPOQO,); a la solucion anterior se agrego la enzima digestora (obtenida
de Rhizoctonia Solani) al 2.5 %; se agito el tubo a 60 rpm durante 3 horas a
30°C; pasada esta incubacion se filtro la solucién en filtro monodur vy el filtrado
se colecto y se centrifugo a 4°C y 3000 rpm durante 20 minutos. Se
resuspendio la pastilla en 2 ml de SCT (Sorbitol 15% + CaCl, 2H,0 .75% + 2 ml
de Tris HCI pH 7.5 1M), 10 % de PEG (PEG4000 60% + MOPS 12.5%) y 1%
de DMSO. Se alicuoto y una de las alicuotas fue tefiida con Calcofluor-white al
0.1 % y se realizaron observaciones en un microscopio Carl Zeiss Mod
Axioskop 40 FL equipado con accesorio de epiflourescencia.
Para el conteo de los esferoplastos, se centrifugan los tubos en que estaban
contenidos a 3000 rpm durante 15 minutos a 4°C, para después resuspender
la pastilla de células en 1 ml de solucion STC. A continuacién se hizo una
dilucion 1/100 (990 pl STC + 10 ul de esferoplastos) y se realizo el conteo al
microscopio.

TRANSFORMACION DE ESFEROPLASTOS

Para la transformacién de esferoplastos, primeramente estos (alrededor de 10’
esferoplastos/ml) se incubaron sobre hielo durante 20 min. Mientras transcurre
el tiempo de la incubacion, se prepararon de 5 a 10 ng de DNA transformante
(plasmido pSilent-1) al que se le afiadieron 10 ul de Acido aurintricarboxilico
(ATA, 0.1 M) y solucion TEC (Tris-HCI 1M pH 7.5, EDTA 0.5M, CaCl;-2H,0
1M) hasta un volumen final de 60 ul. Se prepar6 de igual forma un tubo control
sin DNA. Los tubos se incubaron durante 20 min en hielo para posteriormente
centrifugarse y obtener el sobrenadante, que se adiciono al tubo que contenia
los esferoplastos e incubando en hielo por 20 min. A continuacion se
adicionaron 160 pl de PEG y se incubo por 15 min a temperatura ambiente;
enseguida se agregd 1ml de STC, se centrifugd a 3000 rpm por 10 min y se
resuspendio la pastilla de celulas en 200 pl de STC. Del tubo control sin DNA
se tomaron 100 pl y se adicionaron a 2 ml de top agar (1g/L KH,PO4 + 0.5 g/L
MgSO, 7H,0 + 0.5 g/L KCI + 2g/L NaNOs3 + 20 g/L glucosa + 200 g/L sacarosa
+ 0.4% agar) y se adicionaron los 2 ml a una caja de medio minimo (1g/L
KH,PO,4 + 0.5 g/L MgSO,4 7H,0 + 0.5 g/L KCI + 2g/L NaNO3 + 20 g/L glucosa +
200 g/L sacarosa + 1.25% agar), este serad el control de resistencia al
antibiético. Los 100 ul restantes se mezclaron con 900 ul de SCT, de esta
dilucion se pasaron 200 ul a 2 ml de top agar y se vaciaron en una caja de
medio minimo (control de regeneracion de esferoplastos); de la misma dilucién
200 ul se mezclaron con 800 ul de H,O (control de regeneracion de
germinulas no convertidas en esferoplastos) y otros 200 ul se mezclaron con
800 ul de SCT (control de regeneracion de esferoplastos); de las diluciones
anteriores se pasaron 200 pul de cada una a 2 ml de top agar y se vaciaron a
cajas de medio minimo. De la alicuota que contenia DNA se pasaron 50 ul a 2



ml de top agar y se vacio a medio minimo; el paso anterior se repitid hasta
terminarse la solucion. Después de 12 h de incubacion a 29°C, tanto a la caja
control de antibidtico como a las cajas de DNA+esferoplastos, se adiciono una
capa de top agar con 300 pg/ml de higromicina. Finalmente, después de 5-7
dias de incubacion se conto el numero de colonias individuales obtenidas en el
medio con higromicina, tanto en las mezclas de esferoplastos transformados
como sin transformar, asi como el numero de esferoplastos regenerados en
cajas control sin higromicina.

RESULTADOS
Produccion de esferoplastos

Para la obtencion de esferoplastos, se obtuvieron germinulas en medio YED y
se sometieron a tratamiento con la enzima litica comercial de Rhizoctonia
Solani. Se corroboro la presencia de esferotoplastos mediante la tinciéon con
Calcofluor white y observacion por microscopia de fluorescencia. Dicha tincion
permite observar y distinguir las esporas y los esferoplastos, para corroborar si
en realidad hubo una buena digestion de la pared

A) B) C)

Fig. 1. A) Esferoplasto tefiido con Calcofluor white y observado con microscopia
de fluorescencia. B) Esferoplasto y espora observados con campo claro. C)
Esferoplastos tefiidos con calcofluor observados con mayor aumento.

celular. En la Fig 1 A) puede observarse que tras la tincion con calcofluor, la
presencia de fluorescencia difusa solo se aprecia en el esferoplasto, pero no en
las conidias, las cuales si estan presentes, como se muestra en la microscopia
de campo claro (Fig 1B). En la Fig. 1 C), puede observarse una imagen con un
mayor aumento de esferoplastos tefiidos con calcofluor, en la que se muestra
la fluorescencia difusa que presentan dichas ceélulas.

Determinacion de la CMI para higromicina en esferoplastos

Se sembraron alrededor de 10° protoplastos en cajas de medio minimo
conteniendo como soporte osmotico sacarosa y suplementado con diferentes
concentraciones de higromicina. Como se muestra en la Fig. 2B, a 250 ug/ml
de higromicina el crecimiento disminuye, hasta que es completamente inhibido
en medio con 300 ug/ml (Fig. 2C). En base a estas observaciones, la



concentracion de 300 pg/ml de higromicina se eligio como la CMI para realizar
experimentos de transformacion.

Figura 2. CMI de higromicina para esferoplastos de Ed8. Fotografias
representativas del efecto de la concentracibn de higromicina sobre el
crecimiento. A) Medio sin higromicina; B) Medio con 250 pg/ml de higromicina;
C) Medio con 300 pg/ml de higromicina.

Transformacién de esferoplastos de la cepa Ed8 con el plasmido pSilent-1

Alrededor de 10" esferoplastos de la cepa Ed8 fueron sometidos a
transformacion con 5 pg del plasmido pSilent-1, seleccionando los
transformantes en medio con 300 pg/ml de higromicina. La Fig. 3A muestra que
solo con las celulas tratadas con el plasmido pSilent-1 se obtuvieron colonias
capaces de crecer en medio con higromicina, de las que se obtuvo un total de
30. De estas colonias se obtuvieron conidias, las cuales fueron sembradas en
medio minimo Lee suplementado con 70 ug/ml; como se muestra en la Fig. 3B,
solo las conidias de 5 de las 30 colonias mostaron capacidad de crecer en
estas condiciones, mientras que las conidias de la cepa Ed8 sin transformar
son incapaces de crecer en medio con 70 pg/ml de higromicina (Fig. 3C).

Figura 3. Transformacién de la cepa Ed8 con el vector pSilent-1. A)
esferoplastos tratados con pSilent-1; B) conidias de presuntas transformantes
expuestas a 70 pg/ml de higromicina; C) conidias de Ed8 expuestas a 70 ug/ml
de higromicina.

Estas observaciones sugieren que se logro transformar a la cepa Ed8 con el
plasmido pSilent-1. Sin embargo, se tendra que obtener evidencia molecular de
la presencia del mencionado plasmido en el genoma de las 5 cepas cuyas
conidias son capaces de crecer en medio con 70 png/ml de higromicina.



CONCLUSIONES

1. Es factible la obtencion de esferoplastos de la cepa Ed8 de A.
tubingensis mediante tratamiento con la enzima litica de Rhizoctonia
Solani.

2. Los esferoplastos tratados con el plasmido pSilent-1 dan lugar a colonias
resistentes a higromicina, lo que sugiere que en ellos esta presente el
referido plasmido
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