®7. CIENCIA

REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

BUSQUEDA DE PROMOTORES INDUCIBLES MEDIANTE FUENTE
DE CARBONO EN METARHIZIUM ROBERTSII

Durdn Gémez Rafael (1), Herndndez Cervantes Pablo Luis (2), Torres Guzman Juan Carlos (2),
Padilla Guerrero Israel Enrique (2)

1[Licenciatura en Biologia Experimental, Divisién de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato, Universidad de
Guanajuato] | [r.durangomez@ugto.mx]

2 [Departamento de Biologfa, Division de Ciencias Naturales y Exactas, Campus Guanajuato, Universidad de Guanajuato] |
[ie.padillaguerrero@ugto.mx]

Resumen

Los hongos del genero Metarhizium son organismos versatiles los cuales han sido utilizados desde hace
mas de 100 afios como un modelo de estudio por sus aplicaciones biotecnolégicas. En el presente trabajo
se evalud la capacidad de 6 promotores en el hongo Metarhizium robertsii para ser regulados, mediante
las fuentes de carbono glucosa 6 xilosa. Los resultados por RT-PCR muestran la regulacion génica de los
promotores seleccionados, encontrando uno con expresion diferencial por la fuente de carbono.

Abstract

The fungi of the genus Metarhizium are versatile organisms that have been used for more than 100 years
as a study model for biotechnological applications. In the present work, we evaluated the capacity of 6
promoters in the fungus Metarhizium robertsii to be regulated by the carbon sources glucose or xylose.
The results by RT-PCR show the gene regulation of the selected promoters, finding one with differential
expression by carbon source.
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INTRODUCCION

Los hongos del género Metarhizium son un modelo
de estudio versatili sobre la base de sus
aplicaciones  biotecnolégicas que ha sido
implementado desde hace méas de 100 afios [1].
Estos organismos estan distribuidos a nivel
mundial, y colonizan una amplia gama de
ambientes, incluyendo  bosques, sabanas,
pantanos, zonas costeras y desiertos [1].

Hu en el 2014, propone que la trayectoria evolutiva
de Metarhizium fue de especies especialistas a
través de especies intermedias a generalistas, y
cuyas especies han sido ampliamente estudiadas
debido a su estrecha relacién con el hospedero, ya
gue son amigables con el medio ambiente y a la
facilidad de su produccién en masa [2,3, 4,5,6].
Ademas del impacto ecoldgico de los miembros del
género Metarhizium y su potencial como control
biol6gico, recientemente se ha reportado que
pueden interactuar con las plantas colonizando sus
raices de manera micorrizica y endofita,
estableciendo una relacion simbidtica con éstas, lo
gue estimula su crecimiento radicular [7], activa su
sistema de defensa y aumenta su resistencia a
factores abioticos, como la salinidad [8], ademas de
gue también transfieren nutrientes, como el
nitrégeno que obtiene de los insectos que parasita
traslocandolo a las plantas [9]. A su vez, las plantas
transfieren compuestos carbonados a los hongos
del genero Metarhizium, lo que indica que tienen
una relacion mutualista simbiotica [10].

La mayoria de los hongos filamentosos, ya sean
saprofiticos, patégenos o mutualistas, utilizan
polisacaridos derivados de plantas como fuente
principal de energia [11]. Este estilo de vida
requiere la capacidad de la expresion de genes
finamente regulados, de modo que solo un grupo
limitado de genes es activado, incluso en presencia
de polisacaridos mdltiples. Esta regulacion
finamente ajustada se logra mediante la induccién
y la represion por activadores transcripcionales y
represores [11].

Descubrir los mecanismos moleculares
subyacentes a la jerarquia de sefializacion a la
utilizacion de fuentes de carbono es fundamental
para las estrategias de biotecnologia de hongos
filamentosos [11]. Esta comprension también

proporciona nuevas ideas en el uso de los hongos
a nivel industrial [11].

Con la finalidad de evaluar en M. robertsii la
capacidad de distintos promotores seleccionados,
en el presente trabajo se hizo una extraccion de
RNA del hongo crecido en diferentes fuentes de
carbono, se sintetizd el cDNA correspondiente y se
determind la expresion de los genes
correspondientes mediante un andlisis por RT-
PCR.

MATERIALES Y METODOS

Cepa y condiciones de crecimiento. Se
inocularon 450 uL de la cepa CARO4 de M. robertsii
a partir de un stock con una concentracion de
2.2x108 conidias/mL en 100 mL de medio Dextrosa
Sabouraud durante 36 h a 28 C en constante
agitacion (150 rpm). Posteriormente, se filtré el
micelio y la biomasa resultante se dividi6 en 4
partes iguales, inoculando con cada una de ellas 50
mL de medio M-100 suplementado con dextrosa o
xilosa al 2%, incubando las muestras durante 48 h
0 96 h a 28 C y en constante agitacion (150 rpm).

Extraccion de RNA. Se llevd a cabo un
rompimiento mecanico del micelio crecido en cada
una de las condiciones anteriores utilizando
nitrégeno liquido, y después se utilizé la técnica de
extraccion de RNA con Trizol [Sigma-Aldrich].

Estabilidad del RNA. Se probé la estabilidad del
RNA aislado incubando 3 pyL de cada una de las
muestras a -70 °C y 37 C durante 2 horas, y
después se corrieron las muestras en una cadmara
de electroforesis exclusiva para RNA utilizando el
mismo volumen de frente para RNA en un gel de
agarosa al 1% preparado con Syber-SAFE
[Invitrogen™], una vez comprobada la estabilidad
del RNA, este se tratd con Dnasa para eliminar
cualquier contaminacion por DNA, se realizé un
PCR para descartar la presencia de DNA en las
muestras.

Sintesis de cDNA y RT-PCR. Posteriormente se
sintetizo el cDNA a partir del RNA extraido
utilizando el kit de RT-PCR Thermo Script™
[Invitrogen™]. A partir de éste se realizaron los
PCRs empleando las condiciones establecidas por
JumpStart™ Taq ReadyMix™ [Sigma-Aldrich],
utiizando las  siguientes  condiciones de
amplificacion: 1 ciclo a 95 C durante 1min, 32 ciclos
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de 95 C por 20 seg, 60 C por 1miny 72°C por 1 min
y finalImente 1 ciclo a 72 C durante 5 min. Como
Ultimo paso se realizd wuna electroforesis
convencional en gel de agarosa al 2%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Nombre del gen Abreviatura Funclon’de la
proteina
Ubiquitina UBIQ Dirigir el re’c;chaJe
de proteinas
Factor de Regular genes
transcripcion Mmac inducidos por
inducido por cobre cobre
Transportador de Cir1
cobre 1
Transportador de Ctr2
cobre 2
Transporte de
Transportador de Ctr3 cobre dentro de la
cobre 3 )
célula
Transportador de Ctrd
cobre 4
Transportador de Ctr5
cobre 5

Tabla 1. Genes de Metarhizium robertsii seleccionados para su
analisis.

Se llevé a cabo el estudio de 6 promotores (Tabla
1) en la cepa CARO4 de Metarhizium robertsii,
analizando su expresion génica mediante RT-PCR
creciendo al hongo en 4 distintas condiciones,
utilizando como control de expresién constitutiva el
gen UBIQ el cual codifica para una ubiquitina.

Haciendo un andlisis de la expresién génica
resultante (Figura 1), no se observé la expresion
del gen Ctrl en ninguna de las cuatro condiciones,
los genes Mmac, Ctr2, Ctr4 y Ctr5 mostraron
expresion en las cuatro condiciones utilizadas,
siendo el gen Ctr3 el Unico que presento una
expresion diferencial en las fuentes de carbono
utilizadas, teniendo induccién a las 96 h en xilosa.
Por lo que estos resultados dan evidencia que el
gen Ctr3 es un gen de expresion diferencial al

utilizar las fuentes de carbono de glucosa o xilosa y
su promotor podria ser un candidato para utilizar en
biotecnologia o biologia sintética en el hongo M.
robertsii.

Mmac

Ctrl

Ctr2
Ctr3

Ctrd

UBIQ

G1 G2 X1 X2

Figura 1. Expresion de los genes mediante RT-PCR. G1, Glucosa
48 h; G2, Glucosa 96 h; x1, Xilosa 8 h; X2, xilosa 96 h.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, se llevé a
cabo la identificacién del promotor inducible por
xilosa del gen Ctr3 en la cepa CARO4 de
Metarhizium robertsii.
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