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“The slogan 'press on' has solved and always
will solve the problems of the human race.”

Calvin Coolidge
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue identificar genes expresados diferencialmente en
un organismo cuyo genoma no ha sido secuenciado. Investigamos los patrones globales
de expresion en respuesta a cambios en la concentracion de Mn®" en el medio de cultivo,
con el fin de identificar genes involucrados en el metabolismo y homeostasis de este
cation.

El organismo modelo usado fue Ceriporiopsis subvermispora, un hongo
ligninolitico altamente selectivo, el cual posee una maquinaria enzimatica compuesta por
peroxidasas dependientes de manganeso y lacasas principalmente. Para lograr el objetivo
propuesto desarrollamos un protocolo de cDNA-AFLP (cDNA- Amplified Fragment
Length Polymorphism) basado en la amplificacion de fragmentos derivados de
transcritos, para analizar los patrones de expresion génica en cultivos con diferente
concentracion de Mn®".

Al analizar los patrones generados obtenidos del hongo creciendo en diferentes
concentraciones de manganeso, identificamos 34 fragmentos derivados de transcritos
diferencialmente expresados en respuesta a manganeso. Veintidds de ellos mostraron
homologia con genes de funcion conocida o putativa, mientras que catorce de ellos no
mostraron coincidencias considerables. El resultado mas interesante fue identificar dos
fragmentos derivados de transcritos que correspondian a la familia de transportadores
tipo ABC (ATP Binding Cassette) altamente relacionados con la homeostasis de Mn*" y

2+
Ca™".



SUMMARY
IDENTIFICATION OF DIFFERENTIALLY EXPRESSED GENES IN THE
BASIDIOMYCETE Ceriporiopsis subvermispora IN RESPONSE TO DIFFERENT
MANGANESE CONCENTRATIONS BY ¢cDNA-AFLP.

The aim of this work was to identify differentially expressed genes in an
organism whose genome has not been sequenced. We investigated the global gene
expression pattern regulated by manganese, in order to identify genes involved in its
metabolism and homeostasis.

The model organism used was Ceriporiopsis subvermispora, a highly selective
ligninolytic fungus, which possesses an enzymatic machinery composed of manganese-
dependent peroxidases and laccase. In order to achieve this objective we developed a
cDNA-AFLP (cDNA- Amplified Fragment Length Polymorphism) protocol based on the
amplification of transcript derived fragments (TDFs) to analyze the gene expression
patterns on different Mn>" concentration cultures.

When analyzing cDNA-AFLP generated patterns obtained from the fungus
grown on different concentrations of manganese, we identified 34 manganese-
differentially expressed transcript derived fragments. Twenty of them showed significant
homology to genes with known or putative function, while fourteen fragments did not
show significant matches. Interestingly we identified two TDFs that correspond to
members of the ABC (ATP Binding Cassette) transporter family closely related with

2+ 2+ :
Mn~"/Ca“ " homeostasis.
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1. INTRODUCCION
1.1. El manganeso y su homeostasis

El manganeso es requerido como nutriente esencial, en su estado de oxidacion (II),
para el crecimiento y sobrevivencia en la mayoria, si no en todos los organismos.
Diversas son las enzimas que requieren de este metal como cofactor para ejercer sus
funciones, tales como oxidasas y deshidrogenasas, ADN y ARN polimerasas, quinasas,
descarboxilasas, y transferasas de grupos azucares (Cullota y cols., 2005). Se podria
decir que las enzimas que requieren este metal como cofactor existen en cada organelo
de la célula eucariotica. Para que el manganeso alcance dichos blancos de accion este
16n debe sobrellevar un gran nimero de obstaculos, atravesando las bicapas lipidicas de
membranas tanto de la superficie celular como también de los organelos en células
eucaridticas. Si bien la importancia del manganeso para la vida ha sido reconocida desde
hace largo tiempo, el conocimiento de los mecanismos de transporte y regulacion de su
homeostasis en la célula son poco comprendidos en la mayoria de los organismos y s6lo
recientemente se han hecho avances en el conocimiento de este proceso en algunos
organismos como Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae y algunas plantas
acumuladoras de metales.

Se ha establecido que el Mn™ libre en la célula es muy escaso y se acumula
especialmente en organelos blancos, como son mitocondrias, cloroplastos, vesiculas,
vacuolas y aparato de Golgi (Pittman, 2005; Culotta y cols., 2005). Los factores
homeostaticos incluyen transportadores de superficie celular e intracelulares y probables

’ +2 r ’ ’ . .
chaperonas que guian al Mn'~ a través de una via de trafico poco conocida, terminando



por ultimo en la activacién de las enzimas que requieren Mn ™. Dado que el manganeso
es potencialmente toxico para la célula, en concentraciones elevadas, su ingreso y salida
debe ser controlado cuidadosamente por proteinas reguladoras de la homeostasis. Hasta
la fecha se han identificado s6lo unos pocos participantes involucrados en esta red de
trafico del Mn™, tales como transportadores de la familia Nramp en S. cerevisiae
encargados de ingresar el manganeso a la célula cuando esta creciendo en niveles
normales y de carencia de Mn™. Esta familia de transportadores de metales es altamente
conservada desde bacterias hasta mamiferos superiores (Cullota y cols., 2005). En
bacterias ademas de este tipo de transportadores para ingresar manganeso a la célula, se
conocen también transportadores del tipo ABC que cumplen esta funcion en la
membrana celular (Jakubovics y Jenkinson, 2001). En plantas en cambio, se conoce
muy poco de los procesos involucrados en el transporte de manganeso y aunque se han
encontrado diversos genes de proteinas de la familia Nramp y otras asociadas a
transporte de metales, aun no se conoce un transportador especifico para manganeso y
solo se han encontrado proteinas de este tipo capaces de transportar diversos cationes
divalentes como Fe*", Zn*"y Cd*". (Pitmann, 2005)

En cuanto a los mecanismos de regulacion de la expresion de estas proteinas
involucradas con el mantenimiento de la homeostasis del manganeso es menos atin lo
que se sabe en células eucariontes.

En bacterias se conocen diversas formas de regulacion de la expresion génica
mediada por manganeso, como es el caso de la proteina Mur (“Manganese uptake

regulator”), la que corresponde a una proteina reguladora de la expresion génica capaz



de cumplir esta funcion sélo al estar unida a Mn”". Este mecanismo fue estudiado en
Rhizobium leguminosarum y es muy similar al encontrado en Salmonella enterica
Serovar Typhimurium (Diaz-Mireles y cols., 2004; Diaz-Mireles y cols., 2005; Tkeda y
cols., 2005; Bellini y cols., 2006). Mur es capaz de reprimir el operdn sitABCD, el cual
codifica para un sistema de transporte de Mn®", al unirse en condiciones de alto Mn”" a
dos sitios MRS (“Mur-Responsive Sequence ) presentes en la region promotora de este
operon.

Sin embargo en células eucariontes es muy poco lo que se conoce del papel del
Mn®" como regulador de la expresion génica, y aunque se conocen diversos casos de
cambios en la expresion de proteinas en respuesta a manganeso, no se ha podido
dilucidar un mecanismo a nivel transcripcional que se relacione con este fendémeno. En
levaduras estd bien documentada la respuesta de los transportadores del tipo Nramp
Smfl y Smf2, proteinas que en condiciones de carencia de Mn®" aumentan su expresion,
en cambio al suplementar los medios de cultivo con Mn>" disminuyen notablemente su
expresion en la membrana plasmatica. De manera interesante esta respuesta no es
regulada a nivel transcripcional, sino que a nivel post-traduccional, siendo estas
proteinas redirigidas a la vacuola en la cual son degradadas por proteasas vacoulares.

(Van Ho y cols., 2002).



1.2. Ceriporiopsis subvermispora y la degradacion de lignina

El organismo modelo usado por nuestro grupo es una especie eucariotica, el
basidiomicete Ceriporiopsis subvermispora, hongo capaz de degradar lignina
eficientemente.

La lignina de la madera es el segundo compuesto renovable méas abundante sobre
la tierra y el mayor compuesto aromatico de la biosfera (Eriksson y cols., 1990). Esta es
una macromolécula amorfa e irregular, altamente refractaria a la degradacion y que
constituye el sostén de las microfibrillas de celulosa en la madera, dandole rigidez y
proteccion a las plantas.

Los hongos basidiomicetes denominados de pudricion blanca son los tunicos
capaces de mineralizar la lignina a didxido de carbono y agua, de una forma eficiente y
selectiva (Eggert y cols., 1997). Para ello poseen una maquinaria ligninolitica, la cual es
inducida en estado de metabolismo secundario, es decir, en condiciones de carencia de
nutrientes.

El hongo basidiomicete Ceriporiopsis subvermispora posee una gran eficiencia y
selectividad para degradar a la lignina (Otjen y cols., 1987) utilizando para ello un
sistema enzimatico compuesto principalmente por dos enzimas: una manganeso
peroxidasa (MnP) y una lacasa (Riittimann y cols., 1992). La MnP es una
hemoglicoproteina que oxida Mn*" a Mn®", el cual difunde y oxida a los residuos
fenolicos que componen la lignina, la cual es codificada por 3 genes mnp en C.
subvermispora (Lobos y cols., 1998; Tello y cols., 2000, 2001). La lacasa es una

fenoloxidasa que contiene cobre en su sitio activo y que oxida directamente a los



residuos fendlicos utilizando O, como aceptor de electrones. Ambas actividades son
secretadas como una familia de isoformas cuyo patron de expresion varia de acuerdo a la
composicion del medio de cultivo del hongo (Lobos y cols., 1994; Salas y cols., 1995).
En C. subvermipora la actividad MnP en el medio extracelular es absolutamente
dependiente de la presencia de Mn™ en el medio de cultivo (Riittiman y cols., 1992;
Manubens y cols., 2003). Esto también ha sido descrito para otros hongos
basidiomicetes ligninoliticos como Trametes versicolor (Johansson, 2002),
Phanerochaete chrysosporium (Bonnarme y Jeffries, 1990; Brown y cols., 1991),
Pleurotus ostreatus (Cohen y cols., 2002) y Dichotomus squalens (Perié y Gold, 1991).
Sin embargo, en C. subvermispora es posible detectar los ARNm que codifican para
MnP en ausencia de Mn+2, es decir, en esta especie no existiria correlacion entre la
actividad extracelular de esta enzima y los niveles de ARNm de los genes mnp. Esto
sugiere que el Mn"™ no tendria una participacion directa en la regulacién transcripcional
de los genes mnp, ain cuando se ha descrito que los promotores de los genes mnp
poseen elementos tipo MRE (“Metal Responsive Elements”) como los descritos por
Thiele (1992) y que estarian involucrados en la regulacion de la expresion génica
modulada por metales como el manganeso. Recientemente y por primera vez se ha
sugerido la existencia de nuevos elementos de respuesta a Mn™ en promotores de genes
mnp de P. chrysosporium, los cuales aun no estan definidos en forma precisa y
contundente (Ma y cols., 2004). Este ultimo hallazgo sugiere la probable existencia de

algun factor de transcripcion que responde a este metal, ya que cominmente los metales



ejercen su accion a través de factores de transcripcion especificos que interactiian con
secuencias presentes rio arriba de los genes blanco.

Como se dijo anteriormente, en ausencia de Mn™ los ARNm de mnpl y mnp2 de
C. subvermispora son detectados mediante Northern blot, pero no se detecta actividad
enzimatica de MnP extracelular. También se ha detectado que a bajas concentraciones
de Mn"™ (10-20 uM) los niveles de ARNm de mnp son atiin mas altos y su abundancia se
mantiene hasta 80 uM del metal, decayendo posteriormente a concentraciones de 160 y
320 uM de Mn™ (Manubens y cols., 2003). Sin embargo, los niveles mas altos de
ARNm de mnp no se correlacionan con la actividad maxima alcanzada, ya que ésta es
mas alta a concentraciones entre 80 y 160 uM de Mn™ a los 12 dias de cultivo
(Manubens y cols., 2003). Estos resultados en conjunto sugieren que el mecanismo de
regulacion del Mn'™ tiene un componente post transcripcional y que ademas existen
factores adicionales que afectan la expresion de los genes mnp.

Este tipo de estudios de un andlisis de gen por gen lamentablemente no han sido de
gran ayuda para entender los efectos del cambio en la concentracion de manganeso en el
medio de cultivo, ya que esto debe afectar gran parte del metabolismo de la célula, por
lo que se hace necesaria la busqueda de una metodologia capaz de entregarnos
informacion mas global de qué es lo que esta sucediendo a nivel transcripcional en

nuestro modelo de estudio en diferentes condiciones.



1.3. Gendmica

Desde principios de los afios noventa se han desarrollado e implementado
novedosas tecnologias capaces de cambiar la forma de pensar de los cientificos y cémo
¢éstos enfrentan los problemas relacionados con el anélisis de los cambios en la expresion
génica. Antes del uso de estas herramientas la unica manera en que se buscaba solucion
a problemas asociados a cambios de expresion en genes, era estudiando los genes de una
manera reduccionista, es decir, gen por gen. Lamentablemente la gran cantidad y
complejidad de problemas superaba por lejos la capacidad de estas técnicas para resolver
las preguntas que surgian. El desarrollo de tecnologias para el estudio de la expresion
génica de una manera global se hizo fundamental y es asi como nacieron diversas
técnicas capaces de realizar esta tarea, algunas basadas en amplificacion por PCR vy otras
en la hibridacion de moléculas de acidos nucleicos. Hasta ahora la mas conocida y sin
duda poderosa es la tecnologia de microarreglos de ADN (DNA microarrays), basada en
la impresion de sondas (cientos o miles de ellas) en una placa para que éstas luego
detecten las moléculas de interés a partir de las muestras que se deseen. Sin embargo
esta técnica necesita conocimiento previo del genoma del organismo a estudiar y aun asi
es muy costosa si uno posee este tipo de informacidén. Por estas razones se ha
transformado en la opcién elegida cuando se trata de estudiar cambios en la expresion
génica en organismos modelos clasicos (Banerjee y Zhang 2002, Reijans y cols., 2003).

Otras técnicas han acompanado a los microarreglos en el estudio de la expresion
génica, pero con estrategias mas simples y menos costosas. Una de éstas es cDNA-

AFLP (cDNA- Amplified Fragment Length Polymorphism), técnica basada en Ia



amplificacion de fragmentos derivados de transcritos, que han sido generados mediante
la digestion con dos enzimas de restriccion, y posteriormente amplificados mediante
PCR, para luego ser analizados en geles de acrilamida (Bachem y cols., 1996, 1998).
Diversas son las publicaciones que comparan algunas de las técnicas mas usadas como
son DDRT-PCR (“Differential Display Reverse Transcription- PCR”), SAGE (“Serial
Analysis of Gene Expression’) y microarreglos considerando los distintos factores que
afectan a cada uno de los sistemas, tales como reproducibilidad, sensibilidad, cantidad
de muestra (ARN) a utilizar, equipamiento necesario y costos.

El SAGE, método que proporciona datos cuantitativos concernientes con la
expresion génica, se ha reportado como un método costoso y muy laborioso cuando se
deben comparar muchas muestras en distintas condiciones, aunque no se hace necesario
un conocimiento acabado del genoma del organismo a estudiar (Kuhn, 2001). El cDNA-
AFLP es mucho menos costoso y se basa en el analisis mediante electroforesis en geles
de secuencia de los perfiles de expresion génica generados mediante PCR, en que
ademas la lectura densitométrica de las bandas también permite un analisis cuantitativo.

El DDRT-PCR es un método que tampoco necesita una gran cantidad de
informacion previa, sin embargo tiene importantes limitaciones, tales como problemas
de reproducibilidad, dificultad para la deteccion de mensajeros muy escasos y
generacion de falsos positivos (Bauer y cols., 1994; Bachem y cols., 1998). Los
problemas del DDRT-PCR derivan fundamentalmente del uso de oligonucledtidos de
secuencia al azar usados como partidores para PCR y de las temperaturas de

apareamiento relativamente bajas necesarias para producir amplificados. Estas



desventajas del DDRT-PCR han sido resueltas por el cDNA-AFLP utilizando partidores
especificos y condiciones de alta estrictez, haciendo asimismo posible la verificacion de
la identidad de una banda de una manera simple y rapida. Ademas, el uso de
oligonucleotidos oligo-dT para la sintesis del ADNc permite la deteccion de casi todos
los transcriptos en un sistema bioldgico determinado, utilizando pequefias cantidades de
material de partida (Bachem y cols., 1998, Kuhn, 2001). Comparandola con la
tecnologia de microarreglos, cDNA-AFLP es una técnica mas reproducible y mas
sensible, conjuntamente con las ventajas de tener un menor costo y no ser necesario
tener un genoma previamente secuenciado segin comparaciones cualitativas y
cuantitativas realizadas, a pesar de tener la desventaja de generar menos informacion.
(Donson y cols., 2002, Reijans y cols., 2003)

Por las razones expuestas cDNA-AFLP representa una buena opcién para analizar
en forma global los efectos del Mn*" en la expresién génica en Ceriporiopsis

subvermispora.



HIPOTESIS

La expresion génica del basidiomicete C. subvermispora es afectada por la

. . . . + . .
presencia de distintas concentraciones de Mn ™ en el medio de cultivo.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto diferencial en la expresion génica en respuesta a diferentes
concentraciones de Mn”" en el medio de cultivo en el basidiomicete C. subvermispora,

mediante la técnica de cDNA-AFLP.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Montar la técnica de cDNA-AFLP para el estudio de la expresion diferencial en
C. subvermispora.
2. Identificar genes expresados diferencialmente en respuesta a distintas
. 2+ . ..,
concentraciones de Mn"', mediante la secuenciacion de los fragmentos que
food 2+
muestren variaciones en respuesta a Mn~ .

3. Validar mediante northern blot los datos obtenidos por cDNA-AFLP.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales
2.1.1. Cepa fungica

Ceriporiopsis subvermispora cepa FP-105752 fue obtenida del Center for
Mycology Research, CFMR (Forest Products Laboratory, Madison, WI, EEUU). Este
hongo fue mantenido a 4 °C en placas de Petri con medio agar papa-dextrosa (39 g/L)
Difco, (Sparks, MD, EEUU) y periddicamente fue traspasado a medio fresco.
2.1.2. Cepa bacteriana

Escherichia coli cepa DHS5a F’ fue adquirida de Gibco BRL, Life Technologies
(Gaithersburg, MD, EEUU). Esta cepa fue mantenida a -20°C en glicerol 50%.
2.1.3. Medios de cultivo
2.1.3.1. Medio de cultivo estacionario para C. subvermispora

El medio estacionario se utiliz6 para la propagacion de este hongo y para la

obtencion del material inicial usado para la generacion de los in6culos. Su composicion
es la siguiente: 2,0 g/ de KH,PO4, 0,5 g/ de MgSQO,4, 0,1 g/ de CaCl,, 10 g/L de
glucosa, 1,74 g/L de acido trans-aconitico (TAA) pH 4,5 usado como amortiguador, 1,0
g/L de tiamina-HCI, 0,2 g/L de tartrato de amonio, 0,2 mM de MnSO4*H,0 y 1,0 mL/L
de solucion de elementos trazas. La solucion de elementos trazas 1.000X, contenia por
litro: 15 g de 4cido nitrilotriacético, 1,0 g de FeSO4*7H,0, 0,85 g de CoCl,*6H,0, 1,0 g
de ZnSO4*7H,0, 1,0 g de CuSO4*5H,0, 0,07 g de Al»(SO4);*18H,0, 0,1 g de H3;BOs,

0,1 g de Na;MoO4*2H,0, 30 g de MgS0O4-*7H,0, 10 g de NaCl y 1,0 g de CaCl,*2H,O0.
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Una vez disueltos todos los componentes, la mezcla se autoclavé a 121 °C durante 30
min para su esterilizacion. Todos los componentes de este medio fueron adquiridos de
Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, EEUU) o de Merck (Darmstadt, Alemania).
2.1.3.2. Medio de cultivo estandar para C. subvermispora

El medio estandar se utiliz6é para el crecimiento del hongo con agitacién y su
composicion es la siguiente: 2,0 g/L de KH,PO4, 0,5 g/l de MgSQOy, 0,1 g/L de CaCl,,
10 g/L de glucosa, 1,74 g/L de 4cido trans-aconitico (TAA) pH 4,5 usado como
amortiguador, 1,0 g/L de tiamina-HCl, 2 g/L de tartrato de amonio, 0,1 % de Tween 20 y
1,0 mL/L de solucién de elementos trazas. La mezcla fue autoclavada a 121 °C durante
30 min para su esterilizacion. Todos los componentes fueron adquiridos de Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO, USA) o de Merck (Darmstadt, Alemania). Las variaciones
en la concentracion de Mn”" (0,02 mM, 0,16 mM y 0,32 mM) en los experimentos se
realizaron manteniendo constante el resto de los componentes del medio estandar.
2.1.3.3. Medio de cultivo para bacterias

Las cepas de E. coli DH5a F’ fueron cultivadas en caldo Luria: 10 g/L de
triptona, 5 g/L de extracto de levadura y 5 g/L de NaCl, pH 7,0 ajustado con NaOH y
suplementado con 1 g/L de glucosa. En el caso de medios s6lidos se us6 como agente
solidificante agar-agar en una proporcion de 15 g/L. Todos los medios fueron
esterilizados en autoclave a 121 °C durante 30 min. Cuando se utilizo el antibidtico
ampicilina para preparar medios selectivos, se esterilizd una solucion de 100 mg/mL
mediante filtracion y se agregd a la mezcla autoclavada antes de su uso a una

concentracion de 100 pg/mL. En algunos casos se utilizé IPTG y/o X-Gal a
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concentraciones finales de 0,5 mM y 40 pg/mL, respectivamente. El  agar-agar, Ila
triptona y el extracto de levadura fueron obtenidos de Difco (Sparks, MD, EEUU). Las
sales y la ampicilina de Sigma Chemicals Co (St. Louis, MO, EEUU). El IPTG y X-Gal
se obtuvieron de US Biological (Swampscott, MA, EEUU). El resto de los componentes
proviene de Merck (Darmstadt, Alemania).
2.1.4. Plasmidios

En el transcurso de esta tesis se utilizaron los plasmidios pPGEM-T
Easy Vector System de Promega (Madison, WI, EEUU) y pCR2.1-TOPO de Invitrogen
(Carlsbad, CA, EEUU).
2.1.5. Enzimas

Para los procedimientos se utilizaron las enzimas de restriccion

EcoRl, Vspl y Tagql obtenidas de Promega (Madison, WI, EEUU). También se utilizo
ADN polimerasa Tag, ADN polimerasa I, ARNasa H y transcriptasa inversa
“SuperScript II”” obtenidas de Invitrogen (Carlsbad, CA, EEUU).
2.1.6. Oligonucleodtidos

Los oligonucleétidos utilizados durante esta tesis se muestran en la
tabla 1. Todos fueron obtenidos de Integrated DNA Technologies , IDT, (Coralville, TA,

EEUU).
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Tabla N°1. Oligonucledtidos utilizados.

[ Nombre del partidor | Secuencia nucleotidica
Oligo(dT)25V 5" TTTT TTT TTT TTT TTT TIT TTT TTTV 3'
A-TOP 5' CTC GTA GAC TGC GTACC 3'

A-BOT 5' TAG GTACGCAGTC 3

A-0 5' CTC GTA GAC TGC GTA CCT AAT 3'
A-NN Los siguientes partidores poseen 2 nucleotidos selectivos
A-AA 5' GAC TGC GTA CCT AAT AA 3

A-AC 5' GAC TGC GTA CCT AAT AC 3'

A-AG 5' GAC TGC GTA CCT AAT AG 3

A-AT 5' GAC TGC GTA CCT AAT AT 3

A-CA 5' GAC TGC GTA CCT AATCA 3'

A-CC 5' GAC TGC GTA CCT AATCC 3

A-CG 5' GAC TGC GTA CCT AATCG 3'

A-CT 5' GAC TGC GTA CCT AATCT 3'

A-GA 5' GAC TGC GTA CCT AATGA 3

A-GC 5' GAC TGC GTA CCT AATGC 3'

A-GG 5' GAC TGC GTA CCT AAT GG 3

A-GT 5' GAC TGC GTA CCT AAT GT 3

A-TA 5' GAC TGC GTA CCT AATTA 3

A-TC 5' GAC TGC GTA CCT AATTC 3'

A-TG 5' GAC TGC GTA CCT AATTG 3

A-TT 5' GAC TGC GTA CCT AATTT 3'
T-TOP 5' GACGATGAGTCCTGAC 3'
T-BOT 5' CGG TCA GGA CTC AT 3'

T-0 5' GAC GAT GAGTCCTGACCG A 3
T-NN Los siguientes partidores poseen 2 nucleotidos selectivos
T-AA 5' GAT GAG TCC TGA CCG AAA 3"
T-AC 5' GAT GAG TCC TGA CCG AAC 3
T-AG 5' GAT GAG TCC TGA CCG AAG 3'
T-AT 5' GAT GAG TCC TGA CCG AAT 3'
T-CA 5' GAT GAG TCC TGA CCG ACA 3
T-CC 5' GAT GAG TCC TGA CCG ACC 3'
T-CG 5' GAT GAG TCC TGA CCG ACG 3
T-CT 5' GAT GAG TCC TGA CCG ACT 3
T-GA 5' GAT GAG TCC TGA CCG AGA 3"
T-GC 5' GAT GAG TCC TGA CCG AGC 3
T-GG 5' GAT GAG TCC TGA CCG AGG 3'
T-GT 5' GAT GAG TCC TGA CCG AGT 3'
T-TA 5' GAT GAG TCC TGA CCG ATA 3'
T-TC 5' GAT GAG TCC TGA CCG ATC 3
T-TG 5' GAT GAG TCC TGA CCG ATG 3'
T-TT 5' GAT GAG TCC TGA CCG ATT 3'
Cs2AC2Fw 5 ATC CCG CTG CACAAG ATTCAGA 3
Cs2AC2Rv 5’ TCG TGT GTT GGC CTG TACTTCA 3’
GAPDFw 5' CCT GCA CCACCAACTGCCT 3'
GAPDRv 5' TCG TCC TCG GTG TAG CCC GA 3
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2.1.7. Sistemas comerciales
2.1.7.1. Purificacion de ADN de la mezcla de PCR

Se uso6 el sistema “EZNA Cycle pure kit” de Omega Bio-Tek Inc. (Doraville,
GA, EEUU).
2.1.7.2. Extraccion de ADN plasmidial de E. coli

Se utilizo el sistema “QIAprep Spin Miniprep Kit” de QIAGEN (Valencia, CA,
EEUU).
2.1.7.3. Purificacion de ARNm poli(A)

Se utilizo el sistema “Dynabeads® mRNA Purification Kit” de Dynal (Oslo,
Noruega)
2.1.8. Reactivos radioactivos

El desoxirribonucledtido [0->*P]-dCTP vy el ribonucledtido [y-**P]-ATP (3000
Ci/mmol, 10 mCi/ml) se obtuvieron de Perkin Elmer Life Sciences, Inc. (Boston, MA,
EEUU).
2.1.9. Reactivos generales

El papel Miracloth fue obtenido de Calbiochem (San Diego, CA, EEUU). Las
membranas de transferencia usadas fueron GeneScreen Plus de Perkin Elmer Life
Sciences, Inc. (Boston, MA, EEUU). El resto de las sales, reactivos liquidos y
compuestos organicos fueron adquiridos de Sigma Chemicals Co (St. Louis, MO,

EEUU), de Merck (Darmstadt, Alemania) o de Fluka Chemie (Buchs, Suiza).
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2.1.10. Material fotografico

Para las fotografias en blanco y negro se utilizaron peliculas Polapan 667 de
Polaroid (Cambridge, MA, EEUU). Las peliculas para autorradiografia que se utilizaron
fueron XAR-5, BioMax MS y BioMax MR de Eastman Kodak Company (Rochester,

NY, EEUU).

2.2. Métodos
2.2.1. Condiciones de cultivo
2.2.1.1. Crecimiento de C. subvermispora en medio estacionario

Debido a que este hongo no produce esporas en las condiciones experimentales
en que se mantiene en el laboratorio, fue necesario utilizar micelio molido como indculo.

C. subvermispora fue cultivado en medio so6lido en placas de Petri con agar papa
dextrosa durante 10 dias en una estufa a 28 °C. Una vez crecido, se utilizaron trozos de
agar de aproximadamente 1 cm” para inocular matraces de 500 mL con 25 mL de medio
estacionario.

Después de cultivar el hongo durante aproximadamente 14 dias a 28 °C y sin
agitacion, el micelio fue recolectado en un frasco de 100 mL que contenia 15 g de
esferas de vidrio de 5 mm de didmetro estériles. Mediante una fuerte agitacion se molid
el micelio hasta obtener una suspension homogénea. Se agregaron alicuotas de 0,2 mL
de este micelio molido sobre discos de papel filtro de 2 cm de didmetro previamente

pesados y se secaron en una estufa a 80 °C durante dos horas para determinar el peso
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seco correspondiente al micelio presente en el medio estacionario. Este micelio molido

fue utilizado para inocular el medio estandar.

2.2.1.2. Crecimiento de C. subvermispora en medio estandar

Se inocularon 45 mg (determinados como peso seco en el punto anterior) de
micelio molido, obtenido a partir de cultivos estacionarios, en 100 mL de medio de
cultivo estandar contenidos en matraces de 250 mL. Los cultivos se efectuaron en un
agitador orbital con una agitacion constante de 180 rpm a 28 °C. Después de 10 dias, los
cultivos fueron cosechados mediante filtracion al vacio a través de papel Miracloth,
congelados inmediatamente en N, liquido y almacenados a -70 °C.

Se realizaron ensayos en 4 condiciones de cultivo variando solamente la
concentracion de manganeso, las que fueron 0 uM, 20 uM, 160 uM y 320 uM. Ademas
se realizaron ensayos en condiciones de 20 uM de manganeso a los que luego de su
cultivo de diez dias se les agreg6 manganeso hasta una concentracion de 160 uM y se

cosecho a los 30, 60 y 120 minutos posteriores a la suplementacion.

2.2.2. Montaje de técnica cDNA-AFLP para C. subvermispora
2.2.2.1. Extraccion de ARN desde micelio congelado
El micelio congelado en nitrégeno se molid6 mediante mortero hasta obtener un
fino polvo blanco. A una cantidad de aproximadamente 0,75 mL (medido en un tubo
eppendorf) de micelio molido se le agregé 1,6 mL de tampoén de extraccion frio

(Clorhidrato de guanidina 6 M, Tris-HC] 50 mM, EDTA 20 mM y B-mercaptoetanol 50
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mM) y se homogeneizo6 invirtiendo los tubos unas 10 veces. Esta mezcla se separé en
dos tubos y a cada uno se le agreg6 1 volumen de fenol : cloroformo : alcohol isoamilico
(25 : 24 : 1) saturado en agua, se agitd mediante vortex durante 10 segundos y se
centrifug6 a 13000 rpm durante 20 minutos. Luego de separar la fase acuosa se repitio el
procedimiento 2 veces, para luego agregar 1 volumen de cloroformo : alcohol isoamilico
(24 :1), agitar y centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos. En seguida se separd la
fase acuosa y se le agrego a esta 1/10 de volumen de solucion de acetato de sodio 3 My
2 volumenes de etanol absoluto frio, para precipitar el ARN a -70 °C durante 30 minutos
o toda la noche a -20 °C. Posteriormente se centrifug6 a 13000 rpm durante 30 minutos y
se elimind el sobrenadante. El sedimento se lavo con 0,2 mL de etanol 70% frio, se
centrifugd 5 minutos, se elimino el sobrenadante y se seco el sedimento sobre un papel
absorbente durante 15 minutos. Esto se resuspendié en 50 uL. de agua libre de nucleasas
(0,1% DEPC). Para analizar la integridad de los ARNs extraidos se corrié un gel de
agarosa/formaldehido al 1,2% con 10 pg de ARN cuantificado mediante
espectrofotometria a 260 nm.
2.2.2.2. Purificacién de ARNs poli(A)

A partir de 75 pg de ARN total extraido anteriormente, se procedi a extraer una
fraccion rica en ARN poli(A) mediante captura magnética utilizando el sistema
comercial “Dynabeads® mRNA Purification Kit” el cual mediante particulas magnéticas

unidos a oligo(dT) permite enriquecer nuestra soluciéon en ARNm.
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2.2.2.3. Sintesis de ADNc de doble hebra
Luego de obtener los ARNm, se utilizo 10 pL (1 pg de ARNm) de esta solucion
para la sintesis del ADNc. Para sintetizar la primera hebra se prepard una reaccion de
transcripcion inversa utilizando la enzima SuperScript 11 en el medio y con las
condiciones de temperatura recomendadas por el fabricante y utilizando como partidor el
oligo(dT),sV (2 ng/uL). Para la sintesis de la segunda hebra a esta mezcla de reaccion se
le agregd 35 U de ADN polimerasa I, 15 U de ARNasa H, 25 umoles de nucleotidos,
150 pmoles de DTT, 15 pL de un tampén 10X (Tris-HCI 200 mM, KCI 750 mM,
(NH3)2SO4 100 mM, MgCl, 50 mM, DTT 10 mM) y se llevo a 150 pL finales con agua,
reaccion que se incubod 2 horas a 16°C. Para analizar la calidad del producto se
analizaron 5 pL de esta en un gel de agarosa 1%, para luego ser purificado mediante el
sistema comercial “EZNA Cycle pure kit” y eluidos con 40 pL de agua.
2.2.2.4. Digestion con enzimas de restriccion
20 puL de los ADNc preparados anteriormente se digirieron con 10 U de la
enzima de restriccion 7agl en una reaccion de 40 pL con el tampon indicado por el
fabricante y BSA durante 1 hora a 65°C. Luego a esta reaccion se le agrego 10 U de
Vspl, el tampon indicado por el fabricante, BSA y agua hasta 50 uL totales, reaccion que
se incub6 durante 1 hora a 37°C.
2.2.2.5. Preparacion y ligacion de adaptadores
Se prepararon dos adaptadores, uno con un extremo complementario a la
secuencia de corte de Tagl y el otro con un extremo complementario a la de Vspl. Para

esto se disefiaron 2 parejas de oligonucleotidos (segun el protocolo de Bachem y cols.,
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1996) complementarios entre si, A-TOP con A-BOT y T-TOP con T-BOT. Las
secuencias se muestran en la figura N°1. Para el apareamiento se incubaron cantidades
iguales de cada uno de los adaptadores en un tampéon Tris 10 mM pH 8,0, NaCl 50 mM
y EDTA 1 mM, solucidén que se calentd a 95°C mediante un “heatblock” el cual se
apago para enfriar muy lentamente hasta temperatura ambiente. De una solucion 50 pM
de adaptadores se tomo6 1 pulL de cada uno de estos adaptadores y se incubaron con toda
la reaccion de digestion de ADNc y 400 U de ADN ligasa de fago T4, incubando 2 horas

a T® ambiente. El producto de esta reaccion se denominod templado primario.

| Adaptador A-TOP/A-BOT |5’-CTCGTAGACTGCGTACC
CTGACGCATGGAT- 5’

| Adaptador T-TOP/T-BOT [5’-GACGATGAGTCCTGAC
TACTCAGGACTGGC- 5’

Figura N°1. Esquema de la estructura de los adaptadores utilizados
para cDNA-AFLP.

Los adaptadores luego de ser alineados fueron ligados al ADNc
digerido por las enzimas Tagl y Vspl, para luego ser amplificados en la
etapa de preamplificacion

2.2.2.6. Pre-Amplificacion mediante PCR
Utilizando 100 ng de cada partidor (A-0 y T-0) y 10 uL de templado primario se
llevé a cabo una reaccion de PCR en presencia de 1 mM de MgCl,, 125 uM de cada
dNTP, y 2,5 U de ADN polimerasa Tag, mediante un programa de 25 ciclos con
temperatura de desnaturacion de 94 °C durante 30 segundos, alineamiento a 55 °C

durante 30 segundos y extension a 72 °C durante 1 minuto.
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2.2.2.7. Marcacion radioactiva de partidores para amplificacion selectiva
Para la etapa posterior de amplificacion selectiva la marca radioactiva se agrego
mediante la marcacion del partidor en el extremo 5°. La reaccion de fosforilacion
necesaria para llevar a cabo una reacciéon de amplificacion posteriormente contenia 10
pmol de partidor A-NN, 1 U de quinasa de fago T4, y 10 pmol de y-*P-ATP, en un
volumen final de 2,5 pL, reaccion que fue escalada hasta 10 veces segun la cantidad a
utilizar.
2.2.2.8. Amplificacion selectiva mediante PCR
De una dilucion 50X de la reaccion de pre-amplificacion se utilizaron 5 uL. para
la reaccion de amplificacion selectiva en presencia de un partidor A-NN previamente
marcado radioactivamente y uno T-NN no marcado (25 nM final) (ver tabla N°I). Las
concentraciones de los otros reactivos fueron similares a los de la pre-amplificacion.
El protocolo usado para el termociclador comprende 11 ciclos de un protocolo
tipo “touchdown”: en el paso de desnaturacion se llevdo a cabo a 94°C durante 30
segundos, el alineamiento se llevdo a cabo durante 30 segundos partiendo de una
temperatura de 65°C y disminuyendo 0,7°C por cada ciclo y la extension fue de 1 minuto
a 72°C. Luego se realizaron 24 ciclos con desnaturacion a 94°C durante 30 segundos,
alineamiento a 56°C durante 30 segundos y extension a 72°C durante 1 minuto.
2.2.2.9. Visualizacion de cDNA-AFLP
A 3 pL de la reaccion de amplificacion selectiva se le agregaron 2 pulL de “Stop
Mix Solution” (NaOH 10 mM, formamida 95%, azul de bromofenol 0,05% y xilen-

cianol 0,05%). Esto se cargd en geles de secuenciacion (acrilamida 6%, Urea 7 M) y se
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realizo la electroforesis durante aproximadamente 2 horas. Luego los geles se secaron en
papeles Whatmann 3MM en un secador de geles Bio-Rad durante 30 minutos y se
colocaron en contacto con una pelicula Kodak X-OMAT AR durante 10-36 horas, las

que luego fueron reveladas.

2.2.3. Identificacion de TDFs visualizados mediante cDNA-AFLP
2.2.3.1. Aislamiento y reamplificacion de TDFs

Las bandas elegidas se cortaron directamente del gel utilizando como referencia
la autoradiografia, y se incubaron a 65 °C en 100 pL de tampon TE (Tris-HC1 1M,
EDTA 50 mM, pH 8,0) durante 2 horas, agitando periddicamente en vortex.

La reaccion de reamplificacion se realizé con 5 pul de eluido utilizando el mismo
protocolo indicado en 2.2.2.6 pero utilizando un partidor A-0 y otro T-NN, vy
aumentando los ciclos a 30.

2.2.3.2. Purificacion de fragmentos amplificados por PCR

Para la purificacion de los amplificados se utilizo el sistema comercial “EZNA
Cycle pure kit”. El producto obtenido luego fue analizado mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2%.

2.2.3.3. Ligacion de amplificados de PCR al vector pCR2.1-TOPO TA

Para la ligacion del fragmento amplificado por PCR al vector seleccionado se

siguid las instrucciones del fabricante utilizando 3 pL del producto de PCR purificado.

En algunos casos por razones de disponibilidad se utilizé el plasmidio pGEM-T Easy
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Vector System de Promega, con el cual se llevo a cabo la ligacion con la misma cantidad
de producto PCR antes mencionada y siguiendo las instrucciones del fabricante.
2.2.3.4. Preparacion de células electrocompetentes y transformacion de E. coli
mediante electroporacion
A partir de 500 mL de cultivo de E. coli en medio LB incubado hasta alcanzar
una densidad optica de 0,6 a 600 nm, se procedid con la preparacion de las bacterias
electrocompetentes. Para esto se incubd el cultivo en hielo y camara fria durante 30
minutos para después centrifugar a 6000 g durante 15 minutos, se elimino el
sobrenadante y se agreg6 500 mL de H,O destilada fria y estéril. Este procedimiento se
realiza 4 veces disminuyendo el volumen a 250 mL, 125 mL, 20 mL resuspendiendo el
ultimo sedimento en 2 mL de glicerol 10% frio y estéril, para posteriormente almacenar
las células a -70 °C en alicuotas de 50 pL.
2.2.3.5. Extraccion de ADN plasmidial para secuenciacion
Para realizar las extracciones de ADN plasmidial se utilizo el sistema “QIAprep
Spin Miniprep Kit” de QIAGEN. Las preparaciones de plasmidios se cuantificaron
espectrofotométricamente y se comprobo su integridad mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1%.
2.2.3.6. Analisis bioinformatico de secuencias obtenidas.
Para el analisis bioinformatico se utilizaron diversas herramientas de distintos
servidores: del servidor del NCBI se utilizaron la herramienta BLAST (blastn, tblastx, y
blasp) y las herramientas de prediccion de dominios conservados “Conserved Domain

Search” (www.ncbi.nlm.nih.gov). La herramienta BLAST también se utilizé desde el
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servidor del genoma de P. chrysosporium (http://genome.jgi-
psf.org/Phchrl/Phchrl.home.html). Para la busqueda de posibles dominios de
transmembrana se utilizd el servidor TMHMM v2.0 disponible en
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM de la Universidad Técnica de Dinamarca. Con
el fin de determinar la posible localizacion subcelular de la proteina problema se
utilizaron las herramientas PSORT v2 disponible en http://bioweb.pasteur.fr/cgi-
bin/seqanal/psort2.pl servidor del Instituto Pasteur, Francia y la herramienta ESLpred
(http://www.imtech.res.in/raghava/eslpred/index.html) del servidor del Instituto de
Tecnologia Microbiana, India. Para realizar los anélisis de posibles estructuras terciarias
se utilizo el servidor SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/ , SIB - Biozentrum
Basel, Suiza).
2.2.3.7. Geles desnaturantes para ARN y Northern blot.

Luego de obtener el ARN total, se cuantificO por espectrofotometria y se
corrobor6 la integridad de éste mediante electroforesis en geles de agarosa /
formaldehido al 1,2 % cargando 10 pg de muestra por carril. Para la hibridacion tipo
Northern se realiz6 todo el procedimiento usando las indicaciones del fabricante de las
membranas utilizadas (GeneScreen Plus, Perkin Elmer).

La amplificacion de las sondas utilizadas se realizo mediante PCR utilizando 25
uM de cada partidor (GAPDFw y GAPDRv, para GAPDH ; Cs2AC2Fw y Cs2AC2Rv
para el fragmento Cs2AC2) y 10 ng de templado primario. Se llevo a cabo una reaccion
de PCR en presencia de 1| mM de MgCl,, 20 uM de dATP, dTTP y dGTP, 2,5 U de

ADN polimerasa Tag y 35 uCi de [a-"*P]-dCTP, mediante un programa de 35 ciclos con
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temperatura de desnaturacion de 94 °C durante 30 segundos, alineamiento a 58 °C
durante 30 segundos y extension a 72 °C durante 45 segundos. Para la cuantificacion
densitométrica de las bandas obtenidas se utilizd el programa Scion Image (Scion

Corporation, Frederick, MD, EEUU).
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3. RESULTADOS

3.1. Cultivos y preparacion del material biologico

Para llevar a cabo la busqueda de genes expresados diferencialmente en respuesta
a cambios en la concentracion de Mn®*, se cultivo el hongo C. subvermispora en medio
liquido durante 10 dias en presencia de diferentes concentraciones del metal. Las
concentraciones elegidas fueron 0 puM, 20 uM, 160 uM y 320 uM, ademas de tres
cultivos crecidos durante 10 dias en 20 uM a los cuales se suplement6 con 140 puM de
Mn*" y luego incub6 durante 30 minutos, 60 minutos y 120 minutos adicionales para
estudiar el efecto del aumento en la concentracion de Mn®" en la expresion génica en
condiciones de deficiencia de este metal.

Luego de cosechar el hongo cultivado durante 10 dias en medio liquido, se
procedi6 con la extraccion de ARN y la posterior cuantificacién y visualizacion de la
integridad de estos mediante un gel de agarosa/formaldehido al 1,2% (Figura 1). Al
comprobar la integridad y la cantidad de ARN total obtenido se continué con la
extraccion de ARN mensajeros mediante Dynabeads para la posterior sintesis de ADNc

de doble hebra.
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Figura N°2. Visualizacion de ARN total obtenido.

En los diferentes carriles de un gel de agarosa/formaldehido al 1,2%, se cargd 10 pg
de ARN total obtenido. La integridad de estos se puede comprobar visualizando la
presencia de los ARN ribosomales, los que corresponden a las dos bandas mas
abundantes. En la parte superior se indica la concentracion de Mn”" en la que fue
extraida cada muestra de ARN. Los subindices 3, 6 y 12 indican los tiempos que
duro el cultivo con el pulso, 30, 60 y 120 minutos, respectivamente.

3.2. Montaje de técnica de cDNA-AFLP

En la Figura N°3 se esquematiza los procedimientos necesarios para realizar un
estudio por cDNA-AFLP. Luego de obtener el ADNc doble hebra total, este es digerido
mediante las enzimas de restriccion Tagl y Vspl. Los fragmentos obtenidos son ligados a
los adaptadores y amplificados mediante PCR en la etapa de pre-amplificacion
utilizando los partidores A-0 y T-0.

En la Figura N°4 se muestra el resultado de la etapa de preamplificacion con
partidores especificos para los adaptadores previamente ligados a los fragmentos
digeridos. Se observa que la poblacion de amplificados presenta un tamafio entre los 100
pares de bases y los 700 pares de bases aproximadamente y que la cantidad de éstos es

relativamente equivalente. Luego de esta etapa las reacciones de preamplificacion son
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diluidas 50 veces y usadas como templado para las reacciones de amplificacion

selectiva, donde se lleva a cabo la amplificacion los partidores selectivos A-NN y T-NN.

Digestion
del cDNA

Ligacion de
adaptadores

Pre-Amplificacion

Amplificacion selectiva

Vspl Taq
—
[/ — — il
| i‘
| l l
| |
l |
= .
|I . I
2p%__m NN I",
- "
N~

__\__\_H ;ﬂ,.:

Electroforesis en geles de poliacrilamida 6% / Urea TM y autoradiografia

>

Figura N°3. Esquema de la técnica de cDNA-AFLP
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Figura N°4. Visualizacion de productos de PCR obtenidos tras la etapa de
preamplificacion.

En un gel de agarosa al 1,5% se cargadon SuL de producto de PCR obtenido luego de
la etapa de preamplificacion. Se puede apreciar que la mayor parte de los fragmentos
amplificados se encuentra entre los 100 y 700 pares de bases. En la parte superior se
indican concentraciones de Mn>" en el medio de cultivo de las cuales se obtuvo dichas
muestras. Los subindices 3, 6 y 12 indican los tiempos que durd el cultivo con el
pulso, 30, 60 y 120 minutos respectivamente

Se utilizaron dos condiciones en el proceso de seleccion de las mejores parejas de
partidores para utilizar en este estudio (0 pM y 160 uM de Mn”"). Se analizaron los
amplificados generados por las 256 parejas de partidores posibles combinando los
partidores para los adaptadores Vspl y Tagl con dos nucleotidos adicionales en el
extremo 3’ , denominados A-NN y T-NN, (16 combinaciones de cada uno) en la
reaccion de PCR. El partidor complementario a la secuencia del adaptador Vspl fue
marcado en su extremo 5° con ““P-y—ATP mediante quinasa de fago T, para su posterior
visualizacion.

El criterio utilizado para la seleccién de las parejas de partidores a utilizar

posteriormente, fue principalmente el nimero de bandas generadas y la presencia de
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bandas expresadas constitutivamente. EI nimero de bandas ideal para este tipo de
estudio es de aproximadamente 50, debido a que en menor nimero se puede cometer
errores debido a la falta de bandas presentes constitutivamente en todas las condiciones.
Si el nimero de bandas es mayor puede ser confuso y dificil determinar cuando hay mas
de una banda en una zona. Un ejemplo del tipo de geles que resultaron de este
procedimiento se muestra en la Figura N°5 donde se puede observar partidores que

cumplian con el criterio de seleccion (A) y otros que no fueron utilizados (B).

(A) 1 2 3 (B) 4 5 6
700pb
s 5
-
- -
= & i
-
” -
- - .
- - =~
- s -
F P .2
'
: " -
: = - '

Ev

100pb —

Figura N°5. Eleccion de parejas de partidores a utilizar para el analisis
por cDNA-AFLP.

Se cargaron 3uL de reaccion de amplificacion selectiva en un gel de
poliacrilamida 6% / Urea 7M. En los carriles del 1 al 6 se muestran 6
amplificaciones usando distintas parejas de partidores.

(A) Ejemplo de parejas de partidores que entregan un numero adecuado de
bandas.

(B) Ejemplo de parejas de partidores con un numero insuficiente de
bandas para ser utilizados. 30



Se seleccionaron finalmente diez parejas de partidores diferentes generando asi
alrededor de 500 bandas para analizar. En la Tabla N°2 se encuentran los nombres y
secuencias de los partidores que finalmente fueron seleccionados para llevar a cabo este

estudio mediante cDNA-AFLP.

| Nombre del parfidor | Sigla || Secuencia nucleotidica |
A-CC A [ GACTGC GTACCT AATCC 3
T-AA B [ GATGAGTCCTGA CCGAAA 3
T-AC C [ GATGAGTCCTGA CCGAAC 3
T-AG D |5 GATGAGTCCTGA CCGAAG 3
T-AT E |5 GATGAGTCCTGA CCGAAT 3
T-CA F |5 GATGAGTCCTGA CCGACA 3
T-CC G [ GATGAGTCCTGA CCGACC 3
T-CT H [5 GATGAGTCCTGA CCGACT 3
T-GA I |5 GATGAGTCCTGA CCGAGA 3
T-GC I 15" GAT GAGTCCTGA CCGAGC 3
T-GG K [ GATGAGTCCTGA CCG AGG 3

Tabla N°2. Oligonucledtidos seleccionados para realizar el analisis por cDNA-AFLP.
Las parejas elegidas fueron el partidor A-CC en combinacion con cada uno de los
partidores T-NN indicados. Las siglas se utilizaran para nombrar los fragmentos obtenidos
de cada combinacion de partidores.

3.3. Analisis mediante cDNA-AFLP
A partir de las diez parejas de partidores seleccionadas se generaron alrededor de
500 bandas de las cuales al menos 30 correspondieron a bandas de posibles genes
expresados constitutivamente por la cantidad y el patron que presentaron. 65 bandas
presentaron las caracteristicas que se buscaban, ya sea ser reprimidas o inducidas por la
adicién de Mn”". En la Figura N°6 podemos ver dos ejemplos de patrones generados

luego de la amplificacion selectiva utilizando los partidores A-CC/T-AC (A) y A-CC/T-
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AG (B) en los que se indican algunos ejemplos de bandas de interés que se aislaron
posteriormente.

Se reamplificaron 34 bandas para su posterior clonamiento y secuenciacion, parte
de las bandas no pudieron ser reamplificadas. La Figura N°6 muestra un ejemplo de los
resultados obtenidos en la etapa de reamplificacion. Los fragmentos obtenidos fueron
clonados en el plasmidio pCR2.1-TOPO TA y luego secuenciados.

En la Tabla N°3 se encuentran los nombres asignados a cada banda aislada con

los patrones de expresion obtenidos mediante la amplificacion selectiva.
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Figura N°6. Analisis de patrones de expresion mediante la técnica de cDNA-

AFLP.

(A) Patrén generado mediante la amplificacion por PCR usando los partidores

A-CC/T-AG

(B) Patrén generado mediante la amplificacion por PCR usando los partidores

A-CC/T-AC

Los simbolos (+), (-) y (0) representan ejemplos de fragmentos que aumentan,
disminuyen o mantienen su expresion respectivamente. En la parte superior se
. . ., 2+ .

indica la concentracion de Mn~ de las que fueron obtenidas las muestras

respectivas.
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TDF's UM Mn-+2
0 20 203‘ 206 2012 160 320

Cs2ABI1 -1 - - + + ++ | ++
Cs2AB2 - | - - = + + ++
Cs2AB3 - | - - = = _ +
Cs2AB4 - |- + + ++ | 4+ | +++
Cs2AB5 = | = = + 44 ++ +
Cs2AF1 = | = = = Slaals Sl Tl ki
Cs2AF2 = | = - - e
Cs2AF3 = | = & Bl +4++ [+
Cs2AF5 = | = 4 4 + + ++
Cs2AC1 - | - - + a - -
CsAC7 + | ++| ++ ++ + + -
Cs2AD2 + ++ ++ + + -
Cs2AF6 - | ++ + + = - -
Cs2AG1 = || = - = = + -
Cs2AG3 = || = - + = - -
Cs2AG4 + | ++ + + + + +
Cs2AG5 = | = + + + 4 -
Cs2AH1 piatull | Mt + = - + ++
Cs2AH2 - | - - = + + -
Cs2AH3 = | % + - + + s
Cs2AH4 + | + + ++ + + g
Cs2AJ1 + | + + ++ + + -
Cs2AJ2 ++ | ++ + + + + +
Cs2AJ3 + | + + ++ + + L
Cs2AE1 = = ++ + + - -
Cs2AE3 = | = ++ + + - +
Cs2AE4 - | - + = - - +
Cs2AC2 Sistaiatl IS s = - = + _
Cs2AD1 plateinl] = - - - _
Cs2AG2 Siakaiat] sk ia 4 4 + + -
Cs2AK1 ++ | ++| ++ + + - -
Cs2AK3 Rl I s - = - _
Cs2AK4 + | + + 4 = _ _
Cs2AE2 + | = - = = _ -

Tabla N°3. Fragmentos obtenidos mediante cDNA-AFLP cuya expresion

varia en funcién de la concentracién de Mn** en el medio de cultivo.

Los fragmentos fueron nombrados de acuerdo a la pareja de partidores con la que se
amplificaron, A corresponde al partidor A-CC, la letra continuacion corresponde al partidor
T-NN usado. Por ejemplo Cs2AC1 corresponde al primer fragmento aislado de una muestra
amplificada con los partidores A-CC y T-AC vy asi sucesivamente en el orden de la Tabla
N°2. En verde claro se muestran los TDFs que aumentaron su expresion al agregar Mn®*, en
naranja los que se reprimieron y los amarillos cambiaron su expresion de manera irregular.
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Figura N°7. Visualizacion de diversos fragmentos reamplificados obtenidos de
geles de cDNA-AFLP.
En un gel de agarosa al 2,5% se cargaron 5 pL de reaccion de reamplificacion.

3.4. Analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas
Las secuencias obtenidas fueron analizadas en una primera instancia utilizando la
herramienta BLAST (blastn, blastx, tblastx) del servidor del NCBI y del servidor del
genoma de Phanerochaete chrysosporium. Los datos obtenidos que presentaron un valor
de e (“e-value™) menor a 10” a partir de estas bisquedas se encuentran resumidos en la
Tabla N°4. El valor de e refleja el tamafio de la base de datos y el sistema de puntaje
(“score”) usado.

A partir de las 500 bandas generadas mediante cDNA-AFLP se aislaron y
secuenciaron 34 fragmentos. De estos 9 corresponde a fragmentos que se inducen, 7 se
reprimen y 18 con patrones de expresion irregular en las distintas condiciones
estudiadas. Luego del estudio de homologias mediante BLAST pudimos identificar al 20

posibles transcritos expresados diferencialmente en respuesta a los cambios en la
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concentracién de Mn®" en el medio de cultivo. El resto de los fragmentos no
presentaron homologia frente a las bases de datos utilizadas.

A partir de los resultados derivados mediante el andlisis de las secuencias por
BLAST en el servidor del genoma de P. chrysosporium se obtuvieron las secuencias de
de posibles proteinas presentes en este organismo, para asi intentar obtener mas
informacion acerca de la funcidén o datos descritos para proteinas similares en otros
organismos que se podrian relacionar con el metabolismo del manganeso en C.
subvermispora.

Las secuencias proteicas obtenidas fueron analizadas utilizando el servidor
TMHMM v2.0 en busqueda de posibles dominios transmembrana. La prediccion de
localizacion subcelular de las posibles proteinas se realizo mediante el analisis en los
servidores PSORT v2.0 y ESLpred. Los datos obtenidos luego de estos andlisis se
encuentran en la Tabla N°5.

Se analizaron secuencias proteicas derivadas del analisis de los fragmentos
Cs2AC2 y Cs2AF1, debido a una posible relacion directa con el cation Mn®", por lo que
fueron enviadas al servidor SWISS-MODEL para obtener un posible modelo de la
estructura derivado de la comparacion de nuestra secuencia contra la base de datos de
proteinas modeladas de este servidor.

La secuencia derivada del fragmento Cs2AC2 del genoma de P. chrysosporium
presentd una alta similaridad a otras proteinas de la familia de las P-loop / P-type

ATPasas, familia de proteinas de membrana altamente conservadas a lo largo de la
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evolucion que se pueden encontrar en membranas externas como en membranas
internas. El modelo obtenido se muestra en la Figura N°8 (A).

La secuencia obtenida a partir del fragmento Cs2AF1 del genoma de P.
chrysosporium, entregd como resultado un modelo proteico muy similar a la familia de
proteinas Mrp/Nbp35 P-loop NTPasa soluble (Figura N°8, B), descrita previamente en S.

cerevisiae (Vitale y cols., 1996).
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Homoleogia Localizacién Dominios
Subcelular Transmembrana

Cs2AB1 Probable Acil-CoA deshidrogenasa mitocondrial Mitocondria o
Cs2AB3 Similar a proteina de membrana hipotética S.commune Membrana 1
Cs2AF1 Similar a proteina NBP35 de S. cerevisiae Citoplasma | Nicleo o
Cs2AF2 Probable ER lumen retaining receptor Reticulo Endoplasmdtico 4
Cs2AF5 Probable Acil-CoA sintetasa Peroxisoma 7
CsAC7 Probable FAD-enzyme Mitocondria (o]
Cs2AD2 Probable Citocromo oxidasa c/Intren tipo Il/ dominie RT. Citoplasma (o]
Cs2AG1 Probable Cystathione B-lyase Citoplasma o]
Cs2AGS5 Probable Factor de intercambio de nucledtidos de guanina Citoplasma (o]
Cs2AH1 Fenilalanina ameonio liasa (PAL) Citoplasma ]
Cs2AH3 Probable Acil-CoA sintetasa Peroxisoma 6
Cs2AH4 Probable Acil-CoA deshidrogenasa Citoplasma (o]
Cs2Al Probable peptidasa de membrana (tipo A22B) Reticulo Endoplasmadtico 5
Cs2AJ3 Probable Acil-CoA deshidrogenasa Citoplasma [*]
Cs2AE1 Probable factor de transcripcién tipo Fet5 de 5. pombe Nucleo 0
Cs2AC2 Probable transportador de la familia ABC (P-type). Reticulo Endoplasmadtico 8
Cs2AD1 Probable miembro de la familia de transportadores ABC. Peroxisoma o]
Cs2AG2 Duail Specificity Phosphatase (DSP)/MAP quinasa/fosfatasa Citoplasma [o]
Cs2AK1 Probable mevalonate quinasa Citoplasma (o]
Cs2AK4 Proteina Zinc finger del tipo C2H2 Nucleo (o]

Tabla N°5. Homologia, localizacion y dominios transmembrana de los TDFs
identificados. En verde claro se muestran los TDFs que aumentaron su expresion
al agregar Mn”", en naranja los que se reprimieron y los amarillos cambiaron su
expresion de manera irregular.
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(A) (B)

Figura N°8. Modelos obtenidos
para los fragmentos Cs2AC2 y
Cs2AF1.

(A) Modelo derivado de la secuencia
Cs2AC2 similar a un
transportador de la familia P-
Loop / P-type ATPasa.

(B) Modelo derivado de la secuencia
Cs2AF1 similar a la proteina
NBP35.

3.5. Validacion de datos obtenidos por cDNA-AFLP mediante Northern blot.

Con el fin de validar los resultados obtenidos mediante cDNA-AFLP decidimos
realizar el andlisis de la expresion génica mediante una técnica de medicion directa del
nivel de mRNA expresado.

Para esto se utilizo la técnica de Northern blot. En la figura N°9 se muestra el
resultado de un Northern blot para una sonda disefiada a partir del fragmento Cs2AF2 y
su comparacion con un gen constitutivo (GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa), amplificada de plasmidios. Al comparar los datos obtenidos por
cDNA-AFLP se ve que existe una correlacion con la expresion corroborada mediante

Northern blot, pues se observa una tendencia a la activacion de este transcrito. En el
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grafico se muestra la relacion entre los niveles de Cs2AF2 (posible proteina de reticulo)
y GAPD luego de la cuantificacién mediante el software Scion Image.

Los experimentos de Northern blot para otras secuencias de interés como
Cs2AC2 y Cs2ADI no entregaron resultados satisfactorios, debido a la ausencia de
bandas detectadas, probablemente debido a la baja cantidad de estos transcritos. Sin
embargo anteriormente estos transcritos fueron amplificados a partir de ADNc mediante

RT-PCR.

Mn Mn Mn Mn Mn Mn Mn
ouM 20uM  20uMso  20uMes  20uMro  160uM  320uM

Sonda | pp—
Cs2AF2 ee ” —

GAPDH

Cs2AF2/GAPDH

Figura N°9. Northern blot para la sonda Cs2AF2.

En cada carril se cargaron cantidades equivalentes de ARN total de cada muestra (10
Hg)

Se puede apreciar que existe una induccion del transcrito al comparar los resultados de
las condiciones con 0 uM y 160 uM de Mn®* Al observar en el grafico la relaciéon de
cada banda con GAPDH, datos que corroboran lo observado para este fragmento en el
experimento de cDNA-AFLP.
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4. DISCUSION

4.1. Analisis de la expresion génica de C. subvermispora mediante la técnica de
cDNA-AFLP.

El objetivo de esta tesis fue desarrollar un método basado en la técnica de
cDNA-AFLP para el estudio de la expresion diferencial de genes en C. subvermispora
en respuesta a cambios en la concentracion de Mn*",

La técnica de cDNA-AFLP ha sido ampliamente usada en los ultimos afios para
el analisis de la expresion génica, principalmente en plantas y organismos de alta
complejidad, en los cuales se hace muy costoso generar la informacién gendémica
necesaria para llevar a cabo otras metodologias mas poderosas como la de microarreglos
de ADN.

El hongo basidiomicete C. subvermispora ha sido estudiado por nuestro grupo
con el fin de comprender la compleja maquinaria ligninolitica que presenta, formada por
MnP, lacasas y otras enzimas. La complejidad de este reto ha ido en aumento por lo que
se ha hecho necesario, al igual que en gran parte de la investigaciones bioldgicas, una
estrategia distinta en la forma de enfrentar los problemas tratando de comprender
mediante una vision mas general los cambios a nivel de transcriptoma en respuesta a un
estimulo en los organismos de interés.

El manganeso es un metal indispensable para la vida de la mayor parte de los
organismos. Este también es el caso de C. subvermispora, en el cual la falta de este
nutriente retrasa notoriamente el crecimiento en cultivos en medio liquido en

comparacion a condiciones estandar de cultivo (0,16 mM de Mn”"). Asi como las bajas
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concentraciones de manganeso alteran la sobrevivencia de C. subvermispora, hemos
visto que concentraciones superiores de Mn’" en los medios de cultivo también
disminuyen el crecimiento y actividad de MnP en el medio extracelular. Este efecto
toxico del manganeso ha sido estudiado en diversos organismos donde se ha reportado
que altas concentraciones de manganeso intracelulares pueden interferir con sitios de
unién del ién Mg*" (Cho y cols., 2005).

Por estas razones hemos disefiado un experimento de cDNA-AFLP con el cual
pudimos comparar la expresion génica en diferentes concentraciones de manganeso y asi
poder comprender en forma global mas acerca de las vias de respuesta metabolica frente
a este metal.

Para simplificar el montaje de la técnica en su etapa de seleccion de parejas de
partidores a utilizar, elegimos los cultivos crecidos en presencia de 0 mM y 0,16 mM de
Mn®". Mediante el analisis de los productos de PCR obtenidos en la etapa de
amplificacion selectiva para dichas condiciones se llegd a definir que 10 parejas de
partidores entregaron el nimero de bandas necesario para llevar a cabo el estudio de un
total de 256 combinaciones. Una de las ventajas de la técnica de cDNA-AFLP es que
estas parejas de partidores podran ser utilizadas en el futuro en cualquier otro
experimento que se desee realizar en C. subvermispora, haciendo el analisis por cDNA-
AFLP mucho mas sencillo, rapido y barato.

Luego de la seleccion de parejas se llevd a cabo el analisis de todas las
condiciones antes mencionadas, identificindose asi 20 posibles genes que responden de

. . 2+ . ..
diversa manera a los cambios de Mn“~" en el medio de crecimiento.

43



4.2. Analisis de secuencias obtenidas a partir de cDNA-AFLP.

Los fragmentos generados por cDNA-AFLP son de tamafios entre 100 y 700
pares de bases, por lo que para llevar a cabo un analisis mas exhaustivo de la posible
estructura y funcion de las proteinas correspondientes a los TDFs encontrados se
necesitd acudir a las bases de datos del proyecto del genoma de P. chrysosporium. Este
es un hongo de pudricion blanca, semejante al utilizado por nuestro grupo, con el fin de
identificar de una manera aproximada los transcritos y determinar a qué gen
corresponden, para luego proceder a su analisis y determinar cudl es su rol en la
homeostasis del manganeso. Aunque lo ideal hubiese sido trabajar con las secuencias
obtenidas directamente de C. subvermispora, ésto fue imposible dado que ninguno de
los fragmentos aislados en este estudio habia sido secuenciado previamente en este
organismo. Hasta el dia de hoy s6lo se han reportado 10 secuencias completas de genes
para este organismo en GenBank. Esta situacion demuestra la capacidad de la técnica
elegida para realizar un analisis amplio de la expresion génica de un organismo del cual
se desconoce la mayor parte del genoma.

4.3. Relacion entre fragmentos identificados y Manganeso.

De los 20 fragmentos que presentaron homologia con las bases de datos, 2
presentaron similitud con proteinas que se ha descrito tendrian relacion directa con el i6n
Mn*". El fragmento Cs2AC2 es en nuestra opinién el mas interesante de éstos, pues
probablemente corresponde a un fragmento derivado de un transcrito para un
transportador tipo ABC. Segun los analisis in silico realizados, este transcrito codificaria

para una proteina integral de membrana con alrededor de 8 dominios de transmembrana.
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En la literatura se ha reportado que es probable que la mayor parte de la regulacion de la
homeostasis de Mn®" sea llevada a cabo por transportadores de cationes bivalentes que
transportan principalmente Ca’", Mn>" y Fe*" (Cullota y cols., 2005). Es muy interesante
el grado de similitud que presenta este putativo transportador con otras proteinas
transportadoras como son PMRI1, una ATPasa de calcio tipo P capaz de regular la
homeostasis de calcio y manganeso en el aparato de Golgi (Cho y cols., 2005), al igual
que una proteina humana de la misma familia previamente cristalizada cuya estructura

se muestra en la Figura N°8 (Toyoshima y cols., 2000).

(A) (B)
L1 v P

(RSOSIN\,

Cytoplasm

Transmembrane

Lumen of SR

@ Ca2+/Mn2+

Figura N°10. Modelos de proteinas transportadoras de la familia de ATPasa
tipo P.

(A) Modelo obtenido por modelamiento comparativo de la secuencia derivada del
fragmento Cs2AC2.

(B) Esquema de la estructura obtenida por Toyoshima y cols. en el afio 2000, para
una bomba de calcio del tipo P-type ATPasa de reticulo sarcoplasmico de células
musculares.
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La proteina PMR1 descrita en S. cerevisiae se propone como la principal ruta de
destoxificacion cuando la célula se encuentra en situaciones de alto Mn>* (Cho y cols.,
2005). A diferencia de lo descrito para este organismo, el posible transcrito encontrado
en este trabajo presenta una expresion reprimida al agregar Mn”". Es importante recalcar
que no siempre el aumento de la expresion de un gen estd acompanado por un alza de las
cantidades de proteina producidas en la célula debido a diversos mecanismos de
regulacion post-transcripcionales. Otra hipdtesis es que las condiciones de nuestro
experimento hayan estado lejos de ser toxicas para C. subvermispora, es decir que Mn”"
320 uM no haya sido suficiente para aumentar la expresion de este gen similar a PMR1,
y s6lo hayamos visto la expresion de este como respuesta a las bajas concentraciones de
Mn®". Se sabe que la presencia de este i6n es fundamental para el correcto plegamiento y
glicosilacion de proteinas en el reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi (Diirr y cols.,
1998). El fragmento Cs2AF2 podria relacionarse a este fendémeno, dado que es similar a
proteinas de reticulo las que podrian ser reprimidas en situaciones de falta de Mn*" o
Ca”". Como se dijo anteriormente, ambas especies cationicas son fundamentales para
mantener el estado oxidante del reticulo, que es primordial para la correcta formacion de
puentes disulfuro y para el plegamiento de proteinas en general. Si este proceso no se
lleva a cabo eficientemente puede desencadenar respuestas como la respuesta a proteinas

no plegadas en este organelo (Bernales y cols., 2006; Gorlach y cols., 2006).
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Otro fragmento con un patron similar fue el fragmento Cs2AD1, el que podria
corresponder a otra proteina de la familia de transportadores ABC, pero a diferencia de
Cs2AC2 no tendria dominios transmembrana y su localizacion seria peroxisomal, lo cual
no ha sido reportado, por lo que es dificil explicar su posible funcion.

Ambos fragmentos, Cs2AC2 y Cs2ADI1, reafirmarian la hipdtesis que existiria
una red de trafico de manganeso, ya que su funcion se concentraria principalmente en
algunos organelos que requieren de éste para llevar a cabo sus funciones.

La carencia de manganeso podria tener diversos efectos en la célula: En primer
lugar se podria inferir que llevaria a una falla en la funcionalidad de diversas enzimas
que utilizan este cation como cofactor. Una de las enzimas mas importantes de este tipo
en la célula sin duda es la superoxido dismutasa dependiente de Mn®>" (MnSOD),
presente en la matriz mitocondrial de la mayor parte de las células eucarioticas, la que se
considera una enzima muy importante en la defensa celular frente al estrés oxidativo
(Fredlle y cols., 2006). En segundo lugar, se sabe que el Mn>" funciona como cofactor de
multiples enzimas relacionadas con la defensa frente a estrés oxidativo, tales como
catalasas y peroxidasas, ademas de ser un atrapador de radicales por si s6lo (Cho y cols.,
2005; Luk y cols., 2001). Aunque no pudimos identificar algin fragmento derivado
directamente de proteinas de respuesta a este tipo de estrés, algunos fragmentos nos
podrian dar cuenta de este fendmeno: Uno de estos fragmentos es el Cs2AF1, el cual
derivaria de un transcrito similar a la proteina NBP35 descrita en S. cerevisiae, la cual
participaria en el proceso de biosintesis de proteinas con centros hierro-azufre (Fe/S),

proceso que se ve muy afectado por el estado redox de la célula (Hausmann y cols.,
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2005; Lill y Mihlenhoff, 2006). El patrén de expresion de este fragmento sugiere una
posible detencion en la sintesis de algunas proteinas fundamentales inducida por el
aumento de especies reactivas de oxigeno (EROs), efecto que se revertiria al
suplementar nuevamente el medio con Mn”". Este efecto oxidante debido a la falta de
manganeso en el medio podria explicar el crecimiento tan pobre presente en los cultivos
con 0 uM de Mn*" utilizados.

Los estudios realizados por nuestro grupo en busqueda del efecto de EROs sobre
C. subvermispora han sido infructuosos debido a la complejidad del sistema a estudiar.
Este hongo normalmente habita en un medio altamente oxidante, debido a que el
proceso de degradacion de lignina requiere una gran cantidad de especial radicalarias
que puedan difundir y asi degradar la compleja estructura amorfa de este biopolimero,
por lo que es incierto el efecto del estrés oxidativo sobre la supervivencia de este
organismo. Mas complejo aun ha sido tratar de cuantificar las especies como radical
superoxido, peroxido y EROs en general, dado que para la medicién de la mayoria de
estos radicales se utilizan compuestos aromaticos, que también son sensibles al ataque
de las enzimas ligninoliticas.

La mayor parte de los fragmentos identificados corresponde a posibles proteinas
que participan en el metabolismo general, especialmente de lipidos y metabolismo
aminoacidico, asi como también en la actividad de la cadena respiratoria mitocondrial y
maquinaria traduccional. Los efectos que se pueden apreciar son diversos, pero en
general al restaurar las condiciones estdndar de crecimiento se revierten los efectos

observados.
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Muchos de los fragmentos, como Cs2AK4 y Cs2AE2 que posiblemente
codifican para algln factor transcripcional, son dificiles de asociar a una funcion debido
a lo pequefio de los fragmentos y a que se asemejan solo en parte a dominios o trozos
pequetios de proteinas que en su mayoria son hipotéticas o simplemente de funcioén
desconocida. En estos casos es necesario seguir su estudio probablemente buscando

genes completos o promotores que nos hablen de su funcion con mayor certeza.

4.4. Corroboracion de datos de cDNA-AFLP por Northern Blot.

Los datos obtenidos de este tipo de técnicas de andlisis masivo de la expresion
génica siempre deben ser corroborados mediante experimentos basados en el anélisis
directo de ARN, ya sea mediante Northern blot o RT-PCR.

Nuestro objetivo fue realizar esta corroboracion mediante Northern blot, técnica
que presenta principalmente ventajas de confiabilidad frente al RT-PCR
semicuantitativo, las cuales son indispensables para llevar a cabo la validacidon necesaria.
Fue posible estandarizar de manera efectiva este método para el analisis del fragmento
Cs2AF?2 del cual se logro corroborar su patron de expresion. Los otros fragmentos para
los que se generaron sondas fueron imposibles de analizar, ya que en las hibridaciones
entregaban bandas escasamente visibles, resultado que no pudo ser mejorado ni al
aumentar la cantidad de muestra, sonda o tiempo de exposicion.

Esta etapa del analisis por cDNA-AFLP es fundamental por lo que en el futuro se
debe realizar esta comprobacion, aunque puede ser recomendable el uso de otra técnica

que permita un analisis mas sensible, como por ejemplo una técnica basada en PCR,
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dado que el problema puede haber sido generado debido a una baja cantidad presente de

aquellos transcritos analizados en el cultivo inicial.
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5. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

Se logr6 montar la técnica de cDNA-AFLP para C. subvermispora. Luego del
analisis preliminar, se eligieron 10 parejas de partidores que cumplen con las
condiciones necesarias para realizar un estudio por cDNA-AFLP. Estas parejas de
partidores serviran para cualquier otro estudio con esta técnica que se quiera llevar a

cabo en C. subvermispora.

Luego de analizar los patrones generados por las 10 parejas de partidores para las 7
condiciones de diferente concentracion de manganeso, se identificaron 34
fragmentos derivados de transcritos que se expresadan diferencialmente. De ellos, 20
transcritos presentaron homologia con proteinas conocidas o hipotéticas de las bases

de datos del NCBI y del proyecto genoma de P. chysosporium.

Se identificaron 2 posibles proteinas que tendrian relacién directa con el

metabolismo del manganeso, probablemente mediante su union o transporte dentro

de la célula, participando asi en su homeostasis. Ambos fragmentos fueron aislados
.. , . ., 2+ .

en las condiciones con minima concentracion de Mn”, lo cual sugiere que

probablemente estan relacionados con la captacion y distribucion de este cation en

condiciones de escasez o carencia de manganeso.
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Los niveles minimos de manganeso utilizados en este trabajo afectan seriamente el
crecimiento y sobrevida del hongo, probablemente por la pérdida de la funcionalidad

de su maquinaria antioxidante (MnSOD, peroxidasas, catalasas, etc.).

Se hace necesario estudiar mas en profundidad los posibles genes identificados, es
decir determinar su secuencia completa y caracterizarlos, para asi comprender a

cabalidad su relacion con el metabolismo del manganeso.

Con el fin de corroborar los datos aqui obtenidos, se realiz6 Northern blot para 3
sondas disenadas a partir de los fragmentos aislados. Se logro detectar la sonda
Cs2AF2 correspondiente a una proteina de reticulo, probablemente relacionada a
funciones de destinacién de proteinas. Se corrobord que es inducida al aumentar la
cantidad de Mn®" en el medio. No fue posible detectar los otros dos fragmentos

estudiados por esta técnica.

Para la validacion de los patrones de expresion de los fragmentos que no se pudieron

detectar mediante northern blot, se propone utilizar RT-PCR en tiempo real.
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