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Resumen

Los compuestos de cromo son contaminantes ambientales debido a su uso en diferentes actividades industriales; el
cromo hexavalente [Cr(VI)], en la forma de cromato y dicromato, es altamente téxico y genotdxico para distintas formas
de vida, habiéndose descrito que esto es debido a que produce estrés oxidativo en las células. Dado que se ha
propuesto que el manitol funciona como amortiguador de especies reactivas de oxigeno y como fuente de poder
reductor en las células y que se ha reportado que en A. niger la produccién de manitol ocurre por la accién de la enzima
manitol 1-fosfato deshidrogenasa, codificada por el gen m1pd, en el presente proyecto se realizaron experimentos para
obtener una construccion molecular para realizar la interrupcion del gen mlpd en la cepa ambiental Ed8 de A.
tubingensis. Para ello, se utiliz6 la estregia de “Split Marker” (marcador interrumpido) que se basa en el PCR de fusion,
mediante la cual se generaron dos fragmentos de aproximadamente 1.5 kb del gen mlpd (fragmentos 5 y 3’)
fusionados cada uno a un fragmento que corresponde a aproximadamente 3/4 partes del casete de resistencia a
higromicina (HygR). Los fragmentos generados se denominaron 5MH y 3MH.

Abstract

Chromium compounds are environmental pollutants because of their use in various industrial activities; hexavalent
chromium [Cr(VI1)], in the form of chromate and dichromate, is highly toxic and genotoxic for different life forms, because
it produces oxidative stress in the cells. Since it has been proposed that mannitol works counteracting the effect of
reactive oxygen species and as a source of reducing power in the cells and that has been reported that in A. niger
mannitol production occurs by the action of the enzyme mannitol-1-phosphate dehydrogenase (M1PD), encoded by the
gene mlpd, in this project experiments were performed to obtain a molecular construct for the disruption of this gene in
the environmental strain A. tubingensis Ed8.To do this, the "Split Marker" strategy was employed; this is based on fusion
PCR, whereby 5 and 3' m1lpd gene fragments of approximately 1.5 kb were fused to a fragment corresponding to
approximately 3/4 of the hygromycin resistance gene (HygR). The generated DNA fragments were termed 5MH and
3MH.

A. niger var tubingensis Ed8; Manitol fosfato deshidrogenasa; Interrupcién génica
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INTRODUCCION

Entre los metales, el cromo ha atraido amplio
interés publico y de agencias regulatorias a nivel
mundial debido a la toxicidad que ejerce sobre los
ecosistemas, incluyendo microorganismos vy
animales. La toxicidad del Cr(VI) se debe a que es
transportado activamente en las células y que
dentro de ellas genera intermediarios reducidos
como Cr(IV) y Cr(V), cuya produccién se acompafia
de la formacién de especies reactivas de oxigeno,
con el consecuente dafio a diferentes
macromoléculas [1].

Se ha descrito que en sitios contaminados con altas
concentraciones de Cr(VI) pueden proliferar
especies de microorganismos con mecanismos de
resistencia y/o tolerancia al metal [2]. La cepa Ed8
de Aspergillus tubingensis es un hongo filamentoso
aislado de un sitio contaminado con altas
concentraciones de Cr(VI). Entre algunas de las
caracteristicas principales de esta cepa se
encuentran su tolerancia a Cr(VI) y su capacidad
para transformar a éste en Cr(lll) [3]; ademas, se ha
determinado que en presencia de Cr(VI) el hongo
produce una mayor cantidad de metabolitos como
el manitol [4].

Se ha propuesto que el manitol funciona como
amortiguador de especies reactivas de oxigeno y
como fuente de poder reductor en las células,
estableciéndose que en el hongo A. niger la
produccion del manitol es necesaria para la
proteccion contra el estrés oxidativo [4]. Mediante
un enfoque genético se demostrd que en A. niger la
enzima Manitol fosfato deshidrogenasa (M1PD),
codificada por el gen mlpd participa de manera
importante en la produccion de manitol por el hongo
[5]. En estudios previos del grupo de trabajo, se
determiné la secuencia nucleotidica del marco de
lectura abierto de un gen mlpd de la cepa Ed8 de
A. tubingensis [6].

En base a lo mencionado anteriormente, resulta de
interés investigar en la cepa Ed8 de A. tubingensis
el papel de la produccién de manitol en la proteccion
contra el estrés oxidativo que causa el Cr(VI). Por
ello, se plantea como objetivo en este trabajo

obtener una construccion molecular que permita
alterar genéticamente la producciéon de manitol en
la cepa Ed8, mediante la interrupcion del gen mipd
codificante de la enzima responsable de dicho
proceso.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y medios de cultivo

Para la obtencién de ADN gendémico se us6 la cepa
tolerante a cromato Ed8 de A. tubingensis [3]; para
la produccién de conidias y la obtencién de micelio
se empled el medio Papa Dextrosa liquido y sélido,
respectivamente. Para la propagacion de plasmidos
se empled la cepa DH5a de la bacteria E. coli
cultivada en medio Luria Bertani suplementado con
Ampicilina 100 pg/ml.

Extraccion de ADN gendémico

Empleando micelio de la cepa Ed8 se realiz6 la
extraccion de ADN genomico segun el protocolo
descrito por Aljabani y Martinez (1997) [7]. Para
comprobar la integridad del ADNg este se visualizé
en geles de agarosa teflidos con bromuro de etidio;
la presencia de una banda de alto peso molecular
es indicativa de la integridad del DNA obtenido.
Para determinar la calidad del ADNg se realizé una
reaccion de PCR control, en la que se amplifico un
fragmento del gen codificante de actina; para esto,
se emplearon los oligonucleotidos ACT-FW y ACT-
RV y la enzima DreamTaq DNA Polymerase
(Thermo  Scientific, EUA), siguiendo las
instrucciones del proveedor.

Extraccidon de ADN plasmidico

Para la extraccion de ADN plasmidico de colonias
transformantes de E. coli con el vector pSilent-1 se
empled el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo
Scientific, EUA) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Para comprobar la integridad del ADN
plasmidico se emplearon los oligonucle6tidos HYG-
FW y HYG-RV que amplifican un fragmento del gen
de resistencia a higromicina, se usé la enzima
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DreamTag DNA Polymerase (Thermo Scientific,
EUA) siguiendo las instrucciones del proveedor.

Construccion para la interrupcion del gen mipd
mediante Split Marker

Se amplificaron las regiones que flanquean al gen
mlpd y el casete HygR. Para amplificar la region
flanqueante 5 se emplearon los oligonucle6tidos
mlpdA y mlpdB HF y para la region 3’ se
emplearon los oligonucleétidos mlpdC HR vy
m1lpdD; se utiliz6 ADNg de la cepa Ed8 como
templado. Para amplificar el casete HygR se
emplearon los oligonucleétidos HF _milpdB
HR_m1pdC usando como templado el plasmido
pSilent-1. Los oligonucledtidos milpdB HF vy
m1lpdC_HR llevan extensiones en sus extremos 5’
complementarias a los oligonucleétidos HF_m1pdB
y HR_m1pdC, respectivamente. Del mismo modo,
los oligonucleotidos HF milpdB y HR_milpdC
llevan extensiones en sus extremos 5,
complementarias a los oligonucleotidos m1pdB_HF
y m1pdC_HR, respectivamente. De esta manera se
facilita la fusién entre las regiones flanqueantes de
m1lpdy el casete HygR. Los tres productos de PCR
obtenidos se purificaron utilizando el kit comercial
GeneJET Gel Extraction (Thermo Scientific, EUA)
bajo las especificaciones del fabricante. A
continuacion, cada region flanqueante se fusiono al
casete HygR mediante una primera PCR de fusion.
Para la construccién 5-Hyg se emplearon como
moldes la region 5’ flanqueante mlpd y el casete
HygR. A su vez, para la construccion 3-Hyg se
emplearon como moldes la regiéon 3’ flanqueante
mlpd y el casete HygR. En esta ronda de PCR se
produjo la extension de los extremos 3
complementarios entre ambas secuencias, ya que
no se afiadieron cebadores a la mezcla de reaccion.
Ambas reacciones de amplificacion se llevaron a
cabo en condiciones estandar empleando 100 ng
de fragmento flanqueante y 300 ng de casete HygR.
En todos los casos se utilizd la enzima High Fidelity
PCR enzyme mix (Thermo Scientific, EUA). Por
ultimo, se realizé una segunda reaccion de PCR de
fusion empleando como molde 2 pl del producto
obtenido en la primera PCR de fusion. En este caso
la mezcla de reaccion contenia los iniciadores

mlpdE e HygE, o HygF y milpd F, para la
amplificacion de los fragmentos de fusién 5’-%HygR
y ¥%HygR-3’, respectivamente. Las reacciones se
llevaron a cabo empleando la enzima High Fidelity
PCR enzyme mix (Thermo Scientific, EUA). Los
productos obtenidos se purificaron del gel de
agarosa, utilizando el kit comercial GeneJET Gel
Extraction (Thermo Scientific).

Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de PCR se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa con bromuro de
etidio. La electroforesis se realizd en camaras
horizontales, a un voltaje constante 1-4 V/cm. Las
imagenes fueron tomadas en el fotodocumentador
ChemiDocTMMP (Bio-Rad, EUA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para realizar la construccién de interrupcion del gen
mlpd se siguidé la estrategia denominada “Split
Marker” [8], que consiste en la introduccion de un
fragmento de ADN lineal conteniendo el casete de
resistencia a higromicina (HygR), flanqueado por
fragmentos de 1.5 Kb correspondientes a las
regiones 5’ y 3' del gen a interrumpir. Para ello se
requieren dos construcciones, cada una
conteniendo una de las regiones flanqueantes del
gen mlpd y aproximadamente tres cuartas partes
del casete HygR. La recombinacion homoéloga entre
las regiones complementarias del casete HygR y
entre las regiones flanqueantes del gen milpd
(5*mlpdy 3'mlpd) y sus homologas en el genoma
de la cepa Ed8 resultara en el reemplazo del marco
de lectura abierto gen mlpd por el casete HygR
intacto, dicho casete servira para seleccionar
mutantes resistentes a higromicina.

Las reacciones que se muestran en la imagen 1 se
realizaron para demostrar que los templados
utilizados estaban en condiciones adecuadas para
su empleo en la amplificacién de los fragmentos
deseados para realizar la construccion de
interrupcién del gen mlpd.
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IMAGEN 1: Reacciones de amplificacion de fragmento de actina
usando como templado ADNg de Ed8 (1) y un fragmento del gen
de resistencia a Hyg usando como templado pSilent-1 (2).

Una vez que se corroboro lo anterior, se realizo la
amplificacion de cada uno de los fragmentos
requeridos para realizar la construccién, por una
parte se amplificaron los fragmentos 5mlpd y
3'mlpd de alrededor de 1474 y 1413 pb y el casete
de resistencia a Hyg de 1906 pb aproximadamente
(Imagen 2).
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IMAGEN 2: Amplificaciones de los fragmentos 5’'m1pd (1),
3'mlpd (2) y el casete de resistencia a higromicina (3).

Una vez que se obtuvieron los fragmentos
mencionados anteriormente se purificaron y se
llevaron a cabo dos PCRs de fusién, la primera
reaccion para fusionar el fragmento 5’'mlpd al
casete de resistencia a higromicina y la segunda
para fusionar el casete de resistencia a higromicina
con el fragmento 3'mlpd. Ambas fusiones se
usaron para amplificar los dos fragmentos 5MH y
3MH; en la imagen 3 se muestra la electroforesis de
ambas reamplificaciones, de alrededor de 2,900 pb.
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IMAGEN 3: Electroforesis de las PCR’s de fusion de 5’ m1pd con
el casete de resistencia a Hyg’ (1) y la de 3’ mlpd con el casete
de resistencia a Hyg’ (2), ambos fragmentos de 2900 pb.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron las construcciones 5HM y 3HM para
la interrupcion del gen m1pd mediante Split Marker,
las cuales servirAn para emplearse en la
transformacion de células de la cepa Ed8 de A.
niger para la obtencibn de cepas mutantes
mlpd::hyg.
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