Construccion de plasmidos para la localizacion intracelular de proteinas
involucradas en el proceso patogénico de Metarhizium anisopliae

Oliver Alejandro Lépez Rodriguez (1), Claudia Erika Morales Herndndez (2), Juan Carlos Torres Guzman (3)

" Bachillerato General. Escuela de Nivel Medio Superior | Direccién de correo electrénico: dcheroes6@gmail.com

> Escuela de Nivel Medio Superior | Direccién de correo electrénico: c.moraleshernandez@ugto.mx

3 Departamento de Biologia, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato, Universidad de
Guanajuato | Direccién de correo electrénico: torguz@ugto.mx

Resumen

Una de las estrategias para conocer la funcion biolégica de las proteinas es identificar su localizacion
intracelular. En este sentido las proteinas fluorescentes han sido una excelente herramienta molecular.
Metarhizium anisopliae es un hongo entomopatégeno capaz de matar al menos siete Ordenes de
insectos. Su metabolismo le permite crecer en escases de nutrientes y en presencia de compuestos
téxicos para otros hongos. Sin embargo, el tiempo que tarda en matar al insecto plaga es prolongado, lo
cual limita drasticamente sus aplicaciones. Por esta razén se han realizado diversos estudios con el
propdsito de encontrar posibles nuevos factores de virulencia que permitan aumentar su capacidad
patogénica. Entre estos, en nuestro grupo se han aislado 6 genes que codifican proteinas con actividad
de 2-nitropropano dioxigenasa. Con el fin de avanzar en el conocimiento de la funcién de estos genes,
propone la localizacién intracelular de proteinas codificadas por estos genes 2np, mediante fusiones
génicas con proteinas fluorescente. En este proyecto se analiz6 la expresion en E. coli de plasmidos
que portan distintas proteinas fluorescentes, con el propésito de identificar aquellas que sean mas
adecuadas para su utilizacién en el etiquetamiento de los genes 2np.

Abstract

One of the main strategies in order to know the biological function of proteins is try to find their
intracellular localization. In this sense the fluorescent proteins are one of the most successful molecular
tools. Metarhizium anisopliae is an entomopathogenic fungus commonly isolated from soil and insects
from all continents, except the Antarctica, and is capable of killing at least seven orders of insects.
Metarhizium is capable to grow in a shortage of nutrients and toxic compounds produced by other fungi.
However, the time it takes to kill the insect pest is prolonged, which severely limits its applications. For
this reason there have been various studies in order to find potential new virulence factors that increase
their pathogenicity. Among these, in our group we have been isolated 6 genes encoding proteins with
activity of 2-nitropropane dioxygenase. In order to advance the understanding of the function of these
genes, we are interested in the intracellular localization of proteins encoded by these 2np genes, using
chimeric fusions with genes producing fluorescent proteins. In this project using E. coli as a host we
analyzed plasmids carrying different fluorescent proteins in order to identify those that are most suitable
to labeling the 2np genes.
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INTRODUCCION

Metarhizium

Metarhizium anisopliae es un hongo filamentoso
entomopatdgeno, que causa la enfermedad
conocida como muerte verde. Es comunmente
aislado de suelos e insectos de todos los
continentes, excepto la Antartida y es capaz de
matar al menos siete ordenes de insectos. Entre
los que se encuentran Plutella xylostella y
Phylophaga ravida, asi como Anopheles gambiae,
Aedes aegypti y Periplaneta americana [1].

La patogenicidad del hongo no esta determinada
por un solo factor, sino que es dependiente de la
interaccién coordinada de todos ellos [2]. A pesar
gue ya han sido reportados varios factores de
patogenicidad, se ha descrito que existen otros
genes que codifican potenciales factores
implicados en su mecanismo de invasion.

Nitropropano Dioxigenasas

Dentro de los posibles nuevos factores de
patogenicidad se encuentran los genes 2np. Estos
genes codifican para proteinas con actividad de 2-
nitropropano dioxigenasa. Estas enzimas catalizan
la desnitrificacion oxidativa de nitroalcanos a su
correspondiente compuesto carbonilo y nitro. Se
ha reportado que organismos como Hippocrepsis
comosa genera nitroalcanos como mecanismos de
defensa, y se han sido caracterizadas
bioquimicamente las enzimas 2-Nitropropano
dioxigenasa de Hansenula mrakii y Neurospora
crassa. Sin embargo, hasta el momento no ha sido
reportada su funcién biolégica. En el genoma de
Metarhizium se ha reportado la secuencia de 6
posibles genes 2np. En nuestro grupo de trabajo
se han realizado diversos estudios tendientes a
demostrar su actividad bioquimica y su posible
participacion en el ciclo de vida del hongo. En la
secuencia de aminoacidos de las 6 proteinas 2np
se encuentra la secuencia PTS1 de seifial
peroxisomal lo que sugiere que estas enzimas se

encuentran  compartamentalizadas en  este
organelo. Para demostrarlo una de las estrategias
a emplear es la construccién de quimeras génicas
con genes que codifican para proteinas
fluorescentes ellos [3]. En nuestro grupo de trabajo
se han construido distintos plasmidos que portan
versiones diferentes de proteinas fluorescentes
por lo que en este proyecto se analizard la
expresion de estas proteinas en la bacteria E. coli
para valorar su posible utilizacion en el
etiquetamiento de los genes 2np de Metarhizium.

MATERIALES Y METODOS

Transformacion de E. coli con plasmidos que
portan genes que codifican proteinas
fluorescentes.

Se emplearon plasmidos que portan distintas
proteinas fluorescente: el plasmido control
pPRSETA (Invitrogen), el plasmido TFP2 (que porta
el gen que codifica la proteina roja fluorescente),
plasmido mRFP (que porta el gen que codifica la
proteina roja fluorescente modificada), Orange
(que porta el gen de la proteina fluorescente
orange), GFP (que porta el gen que codifica para
la proteina verde fluorescente), CFP (que porta el
gen que codifica para la proteina fluorescente
cian), mCherry (que porta el gen que codifica para
la proteina fluorescente Cherry modificada),
Strawberry (que porta el gen que codifica para la
proteina fluorescente strawberry), Tomato (que
porta el gen que codifica para la proteina
fluorescente tomato). Con estos plasmidos se
transformaron células competentes de la bacteria
E. coli DH5a empleando el método de choque
térmico. Se recuperaron las transformante en
placas de medio LB con ampicilina.
Posteriormente colonias de E. coli portando cada
plasmido en particular se recuperaron y se
incubaron en cajas Petri conteniendo medio LB
con ampicilina, durante toda la noche a 37°C. Para
verificar si existe expresiébn de la proteina
fluorescente las cajas se visualizaron en un
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transiluminador de luz azul
Invitrogen).

(Safelmage,

Induccidn de la expresidon de las proteinas
fluorescentes

La induccion de los genes de las proteinas
fluorescentes se realizé empleando IPTG a una
concentracién de 0.5 mM de acuerdo al protocolo
descrito en el manual de procedimientos
(pPRSETA, Invitrogen). Brevemente, las células de
E. coli que contienen los plasmidos se crecieron
en medio LB con ampicilina durante toda la noche
a 37°C, con agitacion constante, posteriormente
las células se recuperaron, se lavaron vy
resuspendieron en medio LB con ampicilina y con
una concentracion final de IPTG de 0.5mM durante
3 horas; se recuperaron las células por
centrifugacién y se almacenaron a -20°C hasta su
procesamiento.

Los paquetes celulares obtenidos se rompieron
mediante sonicacion y los extractos crudos fueron
almacenados a -20°C hasta su procesamiento.

Separacion de las proteinas mediante
electroforesis

La separacion de las proteinas se realizd en
condiciones desnaturalizantes mediante geles de
poliacrilamida al 12% de acuerdo al protocolo
estandar [4]. Los geles fueron visualizados en un
transiluminador con fuente de luz azul vy
posteriormente tefiidos con azul de Coomasie por
30 minutos y destefiidos durante toda la noche.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con el propésito de averiguar la mejor opcion para
etiquetar los genes 2np de M. anisopliae mediante
la construccion de quimeras génicas con genes
que codifican para diversas variantes de proteinas
fluorescentes previamente en el Laboratorio de
Genética Molecular de Hongos se construyeron
plasmidos que portan las siguientes variantes de
proteinas fluorescentes: GFP, CFP, RFP,
mCherry, Orange y Tomato. Todos los plasmidos

fueron construidos sirviendo como base el
plasmido de expresion pRSETA, en este plasmido
la expresion de los genes fluorescentes se realiza
mediante la induccion con IPTG ya que se
encuentran bajo el control del promotor GAL1. Con
cada plasmido se transformaron células
guimicamente competentes de E. coli DH5a, se
recuperaron las transformantes resistentes a
ampicilina y las colonias obtenidas se sembraron
nuevamente en cajas de Petri conteniendo medio
LB con ampicilina y se incubaron durante toda la
noche a 37°C. Las colonias obtenidas se
observaron en un transiluminador de luz azul para
observar las distintas variaciones de fluorescencia
si la expresion fue exitosa.

Como se puede observar en las Figuras 1, 2 y 3,
existe la expresion de los genes que codifican las
distintas proteinas fluorescentes, ya que los
colonias de E. coli muestran las distintas
tonalidades, verde, naranja, ligeramente azul y
rojo, caracteristico de cada proteinas.

Figura 1. Placas de Petri conteniendo células de E. coli que
portan los plasmidos de las proteinas A) Orange, B) Tomato , C)
mCherry y D) mRFP.

Figura 2. Placas de Petri conteniendo células de E. coli que
portan los plasmidos de las proteinas A) CFP, B) Strawberry, C)
GFPy D)TFP 2
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Figura 3. Placas de Petri conteniendo células de E. coli que
portan los plasmidos de las proteinas A) Strawberry, B) GFP, C)
Orange y D) Orange.

Para corroborar la expresion de cada proteina
fluorescente, células de E. coli conteniendo cada
plasmido se crecieron en medio LB durante toda la
noche y se realizé la induccién de los genes con
IPTG durante 3 horas, se colectaron las células y
se obtuvieron los extractos celulares. Una alicuota
de los extractos se separaron mediante geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes.
Los geles se colocaron en un transiluminador de
luz azul. Como se puede observar en las figuras 4
y 5, se pueden identificar plenamente las proteinas
gue corresponden a GFP y mCherry, las otras
proteinas no es muy claro su induccién.
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Figura 4. Geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, visualizados en luz azul. Carril 1 Marcador de
peso molecular, Carril 2 Control mRFP, Carril 3 mRFP inducido
con IPTG, Carril 4 Control mCherry, Carril 5 mCherry inducido
con IPTG, Carril 6 Control Orange, Carril 7 Orange inducido con
IPTG, Carril 8 Control Tomato y Carril 9 Tomato inducido con
IPTG.
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Figura 5. Geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, visualizados en luz azul. Carril 1 Marcador de
peso molecular, Carril 2 Control GFP, Carril 3 GFP inducido con
IPTG, Carril 4 Control CFP, Carril 5 CFP inducido con IPTG,
Carril 6 Control Strawberry, Carril 7 Strawberry inducido con
IPTG, Carril 8 Control TFP 2y Carril 9 TFP 2 inducido con IPTG.

Para corroborar la expresion estos geles se tifieron
con azul de Coomasie. Como se puede observar
en las figuras 7 y 8, en todos los casos existe la
induccion las de proteinas correspondientes
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Figura 6. Geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, visualizados en luz azul. . Carril 1 Marcador
de peso molecular, Carril 2 Control mRFP , Carril 3 mRFP
inducido con IPTG, Carril 4 Control mCherry, Carril 5 mCherry
inducido con IPTG, Carril 6 Control Orange, Carril 7 Orange
inducido con IPTG, Carril 8 Control Tomato y Carril 9 Tomato
inducido con IPTG.
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Figura 7. Geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes, visualizados en luz azul. . Carril 1 Marcador
de peso molecular, Carril 2 Control GFP, Carril 3 GFP inducido
con IPTG, Carril 4 Control CFP, Carril 5 CFP inducido con IPTG,
Carril 6 Control Strawberry, Carril 7 Strawberry inducido con
IPTG, Carril 8 Control TFP 2y Carril 9 TFP 2 inducido con IPTG.

CONCLUSIONES

Se logré la induccién de la expresion de los genes
gue codifican a las proteinas fluorescentes: GFP,
CFP, mCherry, RFP, Orange y Tomato en células
de E. coli. Las proteinas que se pueden identificar
tanto en células como en geles de electroforesis
de proteinas son GFP y mCherry, por lo que se
sugiere el empleo de estas proteinas para la
construccion de las quimeras génicas.
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