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RESUMEN

El hongo dimdrfico Sporothrix schenckii es el agente causal de la esporotricosis,
que es la segunda micosis subcutanea mas frecuente en México (Ruiz, 1996). La
esporotricosis es una micosis cronica, normalmente limitada a los tejidos cutaneo
o subcutaneo siendo sus formas clinicas: la localizada, linfangitica y diseminada.
Generalmente el hospedero se infecta a través de traumatismos y escoriaciones
en contacto con material contaminado con hifas y conidios. Si el hongo no es
destruido por el hospedero, este cambia su morfologia desarrollando la forma

parasitaria de levadura (Rippon, 1990; Bonifaz, 2000).

En este estudio se realiz6 un analisis filogenético utilizando un fragmento de 165
pb del gen mitocondrial cox-Il de S. schenckii y se compard con las respectivas
secuencias de diferentes hongos. Los hongos estudiados incluyen a las especies
Schizophillum comune, Crinipellis perniciosa, Cryptococcus neoformans,
Filobasidiella neoformans, Saccharomyces unisporus, Saccharomyces rosinni,
Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Penicilium marneffei, Neurospora crassa y
Podospora anserina entre otros. En este analisis se utiliz6 como grupo externo al

zigomiceto Rhizopus oryzae.

El andlisis filogenético nos permitié separar perfectamente entre basidiomicetos
(Schizophillum comune, Crinipellis perniciosa, Cryptococcus neoformans vy
Filobasidiella neoformans) y ascomicetos (Sporothrix schenckii, Saccharomyces
unisporus, Saccharomyces rosinni, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger,
Penicilium marneffei, Neurospora crassa y Podospora anserina). A su vez se
observd que los ascomicetos se separan en dos grandes grupos: hongos
levaduriformes y hongos filamentosos. En este ultimo grupo encontramos al hongo

dimoérfico S. schenckii.




Cryptococcus neoformans y Filobasidiella neoformans quedaron juntos en una

rama, debido a que éste ultimo es la fase asexual de Cryptococcus neoformans.

Estos resultados son muy semejantes a los generados en otros estudios con
diversos métodos y marcadores moleculares (incluyendo el rRNA 18S) utilizados
para establecer las relaciones filogenéticas entre las distintas especies de hongos
(Berbee y Taylor, 1993; Cavalier-Smith, 2000).




I. INTRODUCCION.

1. Sporothrix Schenckii.

La esporotricosis es la micosis subcutanea mas frecuente en México, el agente
causal es el hongo dimorfico Sporothrix schenckii. EI hongo se encuentra
comunmente en la vegetacion descompuesta y muchas veces se ha aislado del

suelo y de diferentes plantas (Rippon, 1990).

La esporotricosis es una micosis cronica, normalmente limitada a los tejidos
cutaneo o subcutaneo siendo sus formas clinicas: la localizada, linfangitica y
diseminada. La principal via de ingreso del agente es la cutanea a través de
traumatismos y escoriaciones con material contaminado con la forma saprobia del
hongo (hifas y conidios) que al penetrar al hospedero cambia su morfologia
desarrollando la forma parasitaria de levadura (Rippon, 1990; Bonifaz, 2000).

S. schenckii en su fase micelial o infectante forma colonias membranosas con
bordes bien delimitados y una coloracion clara; en ciertas condiciones de cultivo
puede acumular melanina llegando a adquirir una tonalidad negra. Las hifas
generalmente tienen menos de 3 um de diametro y pueden llegar a medir hasta
300 um de largo. A partir de las hifas se lleva a cabo la diferenciacién de los
conidios. Microscépicamente se han identificado dos regiones que dan origen a
estas estructuras, los simpodioconidios; los cuales originan conidios en el extremo
de la hifa y los aleuroconidos que los producen a lo largo de la hifa. Estos conidios
son de dos tipos: hialinos y pigmentados. Los conidios hialinos son elipticos,
ovales o piriformes, su tamafio varia de 1-2 um de didmetro; los conidios
pigmentados, los cuales contienen melanina en su pared celular son esféricos,

ovales o triangulares de 2-4 um de diametro (Fig. 1).

Las colonias que se obtienen de la fase parasitaria o levaduriforme del hongo
crecen en medios complejos como BHI (Infusién Cerebro Corazén), incubados a

37°C. Microscopicamente se observan levaduras redondas, ovales o en forma de




cigarro, uni o bigemantes, con un diametro de 1-3 um X 3-17 um (Fig. 2) (Kwon-
Chung y Bennett, 1992).
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Figura 1A) Imagen macroscoépica de la fase micelial de S. schenckii. 1B) Micrografia

de la fase micelial de S. schenckii donde se observan las hifas y conidios
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/qgallery/photos/sporo8.htmli,
http://lwww.doctorfungus.org/thefunqi/img/spr3 l.jpg).
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Figura 2A) Imagen macroscépica de la fase levaduriforme de S. schenckii. 1B)
Micrografia de la fase |levaduriforme de S. schenckii in vitro

(http://botit.botany.wisc.edu/).
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1.1 Epidemiologia.

En México la esporotricosis ocupa el segundo lugar dentro de las micosis. La
esporotricosis se ha presentado en todos los estados de la Republica, sin
embargo, dos son las zonas mas importantes: el occidente (Jalisco y Nayarit) y la
zona centro, incluyendo los estados de Guanajuato, Hidalgo Puebla, Tlaxcala y el
Distrito Federal, como se muestra en la figura 3. S. schenckii generalmente habita
en climas templados y humedos, con un promedio de temperatura de 20-25°C y
humedad relativa superior a 90%. Debido a la presencia de S. schenckii en el
suelo y en materia vegetal la esporotricosis se ha relacionado como una

enfermedad ocupacional (Bonifaz, 2000).

Figura 3. Zonas epidemiolégicas de la esporotricosis en la
Republica Mexicana, representadas por las areas sombreadas
(Bonifaz, 2000).




1.2 Taxonomia y nomenclatura de S. schenckii.

Desde su descubrimiento a S. schenckii se le ha denominado de diversas formas.
Schenck en 1989 fue el primero en proponer el nombre genérico de Sporotrichum
para designar a un aislado a partir de un caso clinico. A un segundo aislado en
1900, Hektoen y Perkins le llamaron Sporothrix schenckii, nombre que soélo fue
usado en su publicacion. Fue hasta 1962 que Carmichael reconocié las diferencias
en el modo de conidiar de las especies de Sporotrichum y de los aislados a partir
de los casos de la esporotricosis, retomando nuevamente la designacion de
Sporothrix schenckii propuesto por Martuchot en 1910. Mariat y colaboradores
aislaron cepas de Ophiostoma stenoceras, a las cuales habian denominado
Ceratocystis stenoceras, estas presentaban una forma similar de conidiacion a S.
schenckii, en varias publicaciones subsecuentes propusieron que C. stenoceras

podria ser la forma perfecta de S. schenckii (Mendonca-Hagler et al., 1974).

2. Genoma nuclear y mitocondrial.

La célula eucariota tiene organizado su material genético en dos genomas: el
nuclear y el mitocondrial. EI genoma nuclear esta estructurado en cromosomas,
mientras que el genoma mitocondrial es una molécula circular cerrada que
contiene pocos genes. El genoma nuclear esta formado por secuencias muy
variadas como son: genes estructurales, secuencias repetidas, satélites y

microsatélites.

En el mtDNA pueden estar presentes URFs (fragmentos de lectura no
identificados) adicionales. Los hongos, a comparacion del humano, contienen
cuatro origenes putativos de replicacion denominados secuencias ori/rep de
naturaleza bidireccional (Hamari et al., 2001; Shadel, 1999; Kurland y Anderson,
2000).

En el curso del apareamiento el genoma mitocondrial no recombina, por que es de

estricta herencia uniparental (Hamari et al., 2001).




El genoma mitocondrial es mas pequefio que el nuclear y tiene un numero limitado
de secuencias. En algunos hongos y plantas su tamafo varia, en la mayoria de los
eucariotas es de 15 a 60 kb, mientras que en mamiferos el tamafo es de
aproximadamente 20 Kb (ver apéndice), sin embargo, hay algunas excepciones
notables, Plasmodium tiene un genoma pequeino de 6 kpb y Oryza sativa (arroz)
tiene un genoma de 490 kb, 80 veces mas grande que el de Plasmodium. Se sabe
que no existe una correlacidon entre el tamafio del mtDNA y el contenido de genes,
las diferencias en tamafio se deben a variaciones en la longitud y organizacién de
regiones intergénicas, las cuales consisten de secuencias repetidas en grupos e
intrones de tamano y numero variables. En el hongo Podospora anserina los

intrones ocupan el 75% del tamano total del mtDNA (Burger et al., 2003).

El genoma mitocondrial de los mamiferos difiere del de los eucariotas menos
complejos en la organizacion de los genes, en el numero de genes y en la

ausencia de regiones intergénicas (Macino y Morelli, 1983).

El genoma mitocondrial en la mayoria de los eucariotas es una molécula de forma
circular (Fig. 4), sin embargo también se han detectado moléculas de mtDNA lineal
en organismos ciliados (Plasmodium), en algas (Chlamydomonas) y hongos. El
genoma mitocondrial tipicamente consiste de un solo cromosoma, aunque existen
casos en lo que contiene multiples moléculas circulares como se ha reportado
para el hongo citridomiceto Spizellomyecs punctatus y en los animales Dicyema y
Globodera (Burger et al., 2003)
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Figura 4. Representaciéon esquematica del genoma mitocondrial
circular en hongos. En el se muestra el contenido de genes y los
intrones (Modificado de Woo P.C. et al, 2003).

2.1 Secuencias no codificantes presentes en el genoma mitocondrial.

El mtDNA, al igual que el nuclear, presenta intrones y en el caso de los hongos
existe gran variacion en el contenido de éstos (Hamari et al., 2001). En hongos,
los intrones se insertan en genes mitocondriales diferentes, preferentemente en
genes que codifican proteinas, mas frecuentemente cox-l y cob. No se han
encontrado intrones en los genes mitocondriales tRNA y se han localizado pocos
en los genes rRNA. Genes como nad6, cox-Il o atp9 raramente contienen intrones,
lo que sugiere que los intrones residen en regiones altamente conservadas entre
especies. Los intrones mitocondriales de diferentes especies se localizan

frecuentemente en posiciones idénticas de genes, indicando que son capaces de




—
dirigirse a sitios homdlogos. La distribucion filogenética de los intrones indica
intercambios frecuentes entre especies distantes (Paquin et al., 1997). La
propagacion de los intrones entre organismos poco relacionados puede ocurrir via
transferencia horizontal, este fendmeno puede explicar las diferentes
distribuciones de los intrones en el genoma mitocondrial entre especies

estrechamente relacionadas (Hamari et al., 2001).

2.2 Gen cox-ll.

El gen mitocondrial cox-/I codifica para la subunidad Il de la enzima citocromo ¢
oxidasa, esta ultima consiste de un complejo metalo-proteina que tiene una
funcidn critica en la respiracidon celular tanto en procariontes como en eucariontes.
La enzima cataliza la reaccion 4H" + 4e + O, < 2H,0. Dicha enzima en
eucariontes se encuentra codificada en dos genomas, varios polipéptidos son
codificados en el mtDNA vy sintetizados en la mitocondria; otros polipéptidos son
codificados en el genoma nuclear y su sintesis ocurre en el citoplasma, estos
posteriormente son marcados para enviarse a la mitocondria. Las subunidades |, Il
y Il de la citocromo c oxidasa (Tabla 1) son codificadas en el genoma mitocondrial
y son el nucleo catalitico de la enzima en eucariontes. Los grupos hemos y cobres
se encuentran localizados en las subunidades | y I, los ligandos de los grupos
prostéticos deben ser residuos conservados, un total de ocho residuos de histidina
y dos de cisteina se requieren para unir los cuatro centros redox (Capaldi, 1990).




Tabla 1. Subunidades estructura&

de la citocromo c¢ oxidasa en

hﬂos.

Subunidad Masa relativa
I 56000
Il 26678
1] 30340
v 14570
\Y 14858
VI 12627
VI 6603
Vlila 6303
VI 5364

\ (Modificado de Capaldi, 1990). /

3. Marcadores moleculares.

La tipificacion de microorganismos es relevante para la epidemiologia porque
ayuda a identificar algunas fuentes de contaminacion, detectar brotes en el medio
ambiente o en hospitales e identificar cepas que son mas virulentas o mas

resistentes a farmacos (Sanson y Briones et al., 2000).

Los genes nucleares que han sido utilizados como marcadores moleculares son
los que codifican para los RNA ribosomales 18S, 5.8S y 28S. Estos genes
muestran una baja tasa de mutacion, por lo que se han usado para investigar
relaciones entre organismos muy antiguos, asi como relaciones entre phyla,
clases y familias (Littlewood et al., 1998; Giribet et al., 2000). Son poco utiles en
comparaciones intraespecie ya que presentan una velocidad evolutiva muy
pequefa, exhiben pocas o nulas substituciones lo que impide el uso de dichas

secuencias para la tipificacion (Frisrvad et al., 1998).




También se han utilizado como marcadores a los espaciadores transcritos internos
(ITS1 e ITS2); estos segmentos tienen una alta variabilidad, la rapida tasa de
evolucion en estas regiones no codificadoras ha permitido usarlas para estudiar
las relaciones entre especies de un mismo género. Ademas los ITS1 e ITS2
generalmente son regiones pequefias (800-1200 pb), delimitadas por regiones
conservadas en zonas codificadoras, lo que facilita el disefio de oligonucleétidos

universales para amplificarlos por PCR (Littlewood et al., 1998).

El DNA mitocondrial también ha sido utilizado en analisis intraespecies, debido a
que los genes codificados en la mitocondria evolucionaron 10 veces mas rapido
que los nucleares al presentar una baja fidelidad en la replicacion, reparacion
defectuosa y una elevada frecuencia de mutaciones (por la exposicion a agentes
mutagenos), lo que los hace mas apropiados para su uso en la resolucion
filogenética de especies estrechamente relacionadas. En particular se usa para
inferir las relaciones filogenéticas de especies que divergieron recientemente o en
analisis intraespecie. Las secuencias de mtDNA que han sido mas extensamente
utilizadas son las de los genes de RNA ribosomal (12S y 16S), citocromo by cox /
y Il (Sanson y Briones, 2000). El gen mitocondrial de la subunidad Il de la
citocromo c¢ oxidasa (cox-/l) es un buen marcador para inferir relaciones
filogenéticas intraespecie, ya que es un gen que presenta mayor variabilidad que
el rRNA ribosomal 18S (Belloch et. al., 2000).

4. Variabilidad genética.

A los cambios genéticos se les denomina mutaciones y son los responsables de la
produccion de la diversidad genética (Velazquez y Valdez, 2005). El proceso de
evolucion depende de la existencia de la variacion genética. Las frecuencias de
mutacion espontanea varian de un organismo a otro y de un locus génico a otro
dentro del mismo organismo. En virus, bacterias y organismos unicelulares, las

frecuencias de mutacién observadas por gen y por division celular varian desde
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10" hasta 10®. En organismos mas complejos, las frecuencias de mutacién varian

desde 10 hasta 10™ por gen y por gameto (Ayala, 1980).

La variabilidad genética se estudia en dos moléculas: el genoma nuclear y el
mitocondrial. Los procesos mas generales mediante los cuales han tenido lugar la
mayoria de los cambios evolutivos del genoma nuclear son las deleciones y
duplicaciones (Ayala, 1980). En el caso del genoma mitocondrial se sabe que los
mecanismos moleculares involucrados en la variabilidad son principalmente: la
propagacion o insercién de intrones, recombinaciones inter e intramitocondriales
principalmente en grupos ricos G+C, translocaciones, inversiones, duplicaciones y
secuencias repetidas invertidas. Los cambios en la secuencia de nucledtidos
(incluyendo las mutaciones puntuales, sin sentido o de sentido equivocado),
deleciones (eliminacién de nucledtidos) e inserciones (adicion de nucleétidos),
aunque no son propiamente rearreglos moleculares también dan lugar a la
variabilidad del mtDNA (Cardazzo et al., 1997).

La variabilidad del DNA se puede detectar de varias maneras: secuenciando
directamente el DNA o bien usando técnicas moleculares como: RFLP:
(polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion) o RAPD
(polimorfismo del DNA amplificado al azar).

El procedimiento para RFLP involucra la comparacién de los patrones de
fragmentos de restriccion de DNA gendmico o mitocondrial, electroforesis en gel e
hibridacion con una sonda de DNA. En tanto que para el RAPD se requiere
encontrar los oligonucleétidos adecuados, sitios y sondas que sean capaces de

discriminar entre aislados estrechamente relacionados (Frisrvad et al., 1998).

Los patrones electroforéticos generados por analisis RFLP y RAPD se comparan
para cuantificar las variaciones entre cepas, estimando sus relaciones
filogenéticas representadas en un arbol (Frisrvad et al.,, 1998). Sin embargo, la
mayoria de diferencias en el patron de bandas son dificiles de interpretar porque la

intensidad de las bandas y la reproducibilidad no son absolutamente consistentes.
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Los métodos basados en la comparacion de patrones son medidas indirectas de
divergencia genética. Las diferencias en el patron de bandas son mucho mas
dificiles de analizar bajo modelos probabilisticos de divergencia. Por lo anterior la

comparacion directa de secuencias de DNA es preferible para la tipificacion.

5. Estimaciones filogenéticas.

Un arbol filogenético es una grafica bidimensional que muestra las relaciones a
través del tiempo entre organismos o secuencias de genes homdélogos, es decir,
de secuencias similares que tienen la misma funcion y que estan relacionadas
genéticamente. Tradicionalmente los arboles filogenéticos se han usado para
representar la relacién histérica de grupos de organismos, generalmente especies.
Hasta hace algunos afios las relaciones se basaban en caracteres morfologicos y

en registros fosiles (Hall, 2001).

Las secuencias separadas u organismos individuales se denominan taxa y
representan unidades distintas sobre el arbol. El arbol estd compuesto de ramas y
nodos que son los puntos donde se unen dos o mas ramas. Los nodos pueden ser
externos, los cuales son las puntas del arbol que son los taxa recientes, o internos,
los cuales representan un ancestro comun de otros dos nodos, las ramas
muestran las relaciones entre los taxa. Todos los taxa descendientes de un
ancestro comun representados por un nodo pertenecen al mismo taxén; un taxon
es también llamado grupo monofilético, es decir, es un grupo de especies
descendientes de un mismo ancestro comun que puede o0 no existir y que incluye
a todos los descendientes de éste. Un grupo es parafilético cuando el ancestro
mas reciente no es miembro de este grupo, por lo que especies que tienen un
ancestro comun se encuentran en taxones diferentes. Usualmente se asume que
la especiacion evolutiva es un proceso binario que resulta en la formacion de dos

especies de una sola especie ancestral (Mount, 2001; Hall, 2001).
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Como se observa en la figura 5A las secuencias o taxas A y B derivan de un
ancestro comun representado por el nodo, asi como C y D estan estrechamente
relacionadas. Cada uno de esos pares es un grupo monofilético. A su vez las
secuencias A/B y C/D comparten un ancestro comun. Es importante reconocer
que cada nodo en el arbol representa una division de la ruta evolutiva del gen en
dos especies diferentes aisladas reproductivamente. La longitud de cada rama al
siguiente nodo es la distancia que representa el numero de substituciones en la
secuencia de aminoacidos o acidos nucleicos que tienen lugar a lo largo de una

rama.

La cantidad de tiempo evolutivo que ha transcurrido desde la separacion de los
taxa Ay B no se conoce, lo que se estima por el analisis filogenético es la cantidad
de cambios en las secuencias entre el nodo A/B y A, asi a juzgar por la longitud de
la rama en este nodo las secuencias A y B han sufrido el mismo numero de

cambios.

Una representacion alterna de la relacion entre las secuencias A-D se muestra en
la figura 5B, la diferencia es que no se indica el ancestro comun a los cuatro
organismos, este también muestra la relacion evolutiva entre las secuencias A-D.
Estos son sélo ejemplos de arboles, pero el numero de arboles posibles
incrementa con el numero de secuencias o taxa.

Los arboles sin raiz definen solo las relaciones entre taxa, pero no las rutas
evolutivas (Hall, 2001; Mount, 2001).

12



/ A. Arbol enraizado \

> A
ramas

nodo ad

B. Arbol sin raiz

Figura 5. Representacion de las topologias de

!rboles evolutivos. /

El analisis filogenético de una familia de secuencias relacionadas de acidos

nucleicos o proteinas, es una determinacion de como la familia se derivé durante
la evolucidn. Las relaciones evolutivas entre las secuencias se representan
colocando las secuencias como ramificaciones externas e internas sobre un arbol,
reflejando el grado en el cual las diferentes secuencias estan relacionadas. Dos
secuencias muy semejantes pueden ser colocadas como vecinas cercanas en una
rama en comun. El objeto del analisis filogenético es descubrir las relaciones entre

las ramas del arbol y la longitud de las ramas (Mount, 2001).

Otro evento molecular del proceso evolutivo del genoma que es importante
considerar en el analisis filogenético es la duplicacién de genes que originan

copias en grupos de un gen. Dos copias pueden desarrollarse después en rutas

13



—
separadas originando funciones diferentes, sin embargo, estas copias mantienen

un cierto nivel de similitud. Los eventos de especiacion que siguen a la duplicacion

de genes podrian originar dos clases de genes y secuencias.

Algunos tipos de analisis filogenético asumen que las velocidades de evolucién en
las ramas del arbol son las mismas, mientras que otras asumen que estas varian.
La suposicion de una velocidad uniforme de mutacion en las ramas del arbol se
conoce como la hipotesis del reloj molecular y esta es usualmente mas adecuada

para especies estrechamente relacionadas (Mount, 2001).

5.1 Aplicaciones de los métodos filogenéticos.

El analisis filogenético de secuencias de acidos nucleicos y proteinas es util para
analizar cambios que han ocurrido durante la evolucién de diferentes organismos.
Cuando una familia de genes se encuentra en un grupo de organismos, las
relaciones filogenéticas entre los genes ayuda a predecir cuales tienen una
funcion equivalente. Las predicciones funcionales posteriormente pueden probarse
por experimentos genéticos. El analisis filogenético también se usa para seguir los
cambios que ocurren en especies que mutan rapidamente, como los virus. El
analisis de los tipos de cambios dentro de una poblaciéon puede revelar, por
ejemplo, si un gen particular esta bajo seleccion, una importante fuente de
informacion en aplicacion a la epidemiologia (Mount, 2001).

El analisis filogenético se utiliza también para estimar la velocidad de evolucion de
cox-Il en levaduras y consecuentemente los tiempos de divergencia entre
diferentes especies y aislados. Es importante para la investigacion epidemioldgica
porque proporciona estimados de la probabilidad de cémo diferentes pacientes

han adquirido C. glabrata de uno o de origenes diferentes.
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En resumen los métodos filogenéticos han permitido la estimacion de tiempos de
divergencia, reconstruccion de proteinas antiguas, encontrar los residuos de
aminoacidos que son importantes para la seleccion natural, detectar puntos de
recombinacion, identificar mutaciones que probablemente estén asociadas con
enfermedades, determinar la identidad de los patdgenos, etc. (Holder y Lewis,
2003).

5.2 Métodos para la reconstruccion de arboles filogenéticos:

Los cuatro métodos mas comunes para construir filogenias de alineamientos de
secuencias de proteinas y acidos nucleicos son:

e Meétodos de distancia de los cuales “Neighbor Joining” (NJ) es el favorito.

e Maxima Parsimonia (Maximum parsimony).

e Maxima verosimilitud (Maximum likelihood).

e Bayesiano.

Ninguno de estos meétodos es el mejor para todas las circunstancias. El método de
seleccion depende del tamafio y complejidad de los datos (Hall, 2001). Algunas

ventajas y desventajas de cada método se muestran en la tabla 2.

5.2.1 Neighbor joining.

Este método es especialmente adecuado cuando varia la velocidad de evolucion
de linajes en estuduio. Este método selecciona las secuencias que deben unirse
para estimar mejor la longitud de las ramas que reflejan mas estrechamente la

distancia actual entre las secuencias (Mount, 2001).

Este método es relativamente rapido por que usa una matriz de distancia, la cual
reduce su tamafo en cada paso. Busca el par de organismos con menor distancia
y calcula la nueva distancia desde este nodo con los demas organismos. Se
ejecuta bien cuando la divergencia entre las secuencias es baja. Una debilidad de
este método es que las diferencias observadas entre las secuencias no son el

reflejo preciso de las distancias evolutivas entre éstas. Las substituciones
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multiples en el mismo sitio obscurecen la distancia verdadera y hace que las

secuencias parezcan artificialmente cercanas (Holder y Lewis, 2003).

5.2.2 Maxima parsimonia.

Este método predice el arbol evolutivo que minimiza el niumero de pasos
requeridos para generar la variacion observada en las secuencias. Se usa para
secuencias que presentan gran similitud, o que han evolucionado recientemente y
para numeros pequefios de secuencias. El algoritmo que utiliza no es complicado,
utiliza los sitios informativos que son nucledtidos en una posicion dada que
favorecen algunos arboles sobre otros. Después de identificar los sitios
informativos, para cada arbol se calcula en numero minimo de sustituciones que
originaron ese nucleétido en cada sitio informativo (Li y Graur, 1991).

Por esta razén el método consume mucho tiempo y no es util para datos que

incluyen un gran numero de secuencias con gran variacion (Mount, 2001).

5.2.3 Bootstrap.

Es un prueba estadistica que permite calcular el grado de confianza de la
topologia de un arbol dado (Whelan et al., 2001). Esta prueba involucra la
generacion de pseudoréplicas de secuencias mediante reemplazo en
determinados sitios al azar de las secuencias originales. Predice como se modifica
la topologia si se hiciera una mayor cantidad de muestreos para las mismas

secuencias (Holder y Lewis, 2003).

5.2.4 Maxima verosimilitud.

Reconstruye exactamente la relacion entre las secuencias que se separaron hace
largo tiempo o que evolucionaron rapidamente. Es un método que corrige
multiples eventos de mutacion en el mismo sitio. Este método considera todas las
posibles rutas de mutacion que son compatibles con los datos y la funcion de
probabilidad, es una herramienta poderosa en la inferencia estadistica en general.
(Holder y Lewis, 2003).
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5.2.5 Bayesiano.

Es una variante del método de maxima verosimilitud. En lugar de buscar el arbol
que maximiza la probabilidad de observar los datos, éste busca los arboles con la
mayor probabilidad dados los datos. En lugar de producir un solo arbol, el analisis
bayesiano produce un grupo de arboles robustos de igual probabilidad. Los
resultados son faciles de interpretar por que la frecuencia de una taxa dada en un

grupo de arboles es virtualmente idéntica a la probabilidad de una taxa.
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Tabla 2.

Comparacion de métodos para reconstruccion de filogenias.

Método Ventajas Desventajas Software
Pérdida de informacion al
Neiahbor comprimir las secuencias en PAUP
Joﬁ'\in Rapido. distancias; dificii obtener MEGA
9 estimados confiables para PHYLIP
secuencias divergentes.
Rapido para el analisis
de cientos de
o o R . . PAUP
Maxima secuencias; robusto si Ejecucion pobre si hay una NONA
Parsimonia. las ramas son cortas variacion substancial en la MEGA
(secuencias longitud de las ramas.
PHYLIP
estrechamente
relacionadas).
Captura toda Ia Puede ser extremadamente PAUP
o plira lento, dependiendo de lo PAML
Maxima probabilidad de que los . "’. : L
o L : . minucioso de la investigacion PHYLIP
verosimilitud. datos indican la filogenia
baio un modelo dado y  acceso a fuentes TREE-
J ' computacionales. PUZZLE
Tiene una fuerte
Bayesiano. coneccion con el método Las distribuciones anteriores
. N X MrBayes
de maxima verosimilitud, para los parametros deben BAMBE

aunque puede ser mas
rapido.

especificarse.

Modificado de Holder y Lewis, 2003.

18




[I. ANTECEDENTES

En el caso particular de los hongos la taxonomia se ha basado principalmente en
criterios morfologicos y en las caracteristicas de las estructuras de reproduccién
sexuada, ya que permiten distinguir entre familias, sin analizar los atributos
bioguimicos o fisiolégicos. En la actualidad para estudios taxondémicos, de
identificacion y de diagndstico se hacen indispensables los estudios de DNA vy
RNA de los organismos fangicos en su forma parasitaria o en cultivo (Arenas,
2003).

En 1993 Berbee y Taylor publicaron un estudio de las relaciones evolutivas en un
grupo de hongos Ascomicetos, Citridos, Zigomicetos y Basidiomicetos. En este
usaron las secuencias del gen de RNA ribosomal 18S disponibles en las bases de
datos y otros secuenciados por ellos. En el estudio se resolvieron relaciones que
resultaban dificiles de determinar morfolégicamente para algunos hongos.
También propusieron que los linajes de hongos de reproduccion asexual derivaron

mas recientemente que los de reproduccion sexual.

Utilizando el método de maxima parsimonia se generaron 6 arboles, en la figura 6
se muestra uno de los arboles mas parsimoniosos, encontrando que este soporta
la taxonomia tradicional de los hongos; Ascomicetos y Basidiomicetos aparecieron
como grupos hermanos, ya que divergen a partir de un ancestro comun, aunque
cada uno pertenece a un grupo monofilético. Para tener una escala de tiempo
geoldgico con respecto al relativo usaron un registro fosil y la edad del hospedero
o simbionte del hongo.

Los resultados sugieren que Ascomicetos y Basidiomicetos se originaron hace
400+£125 millones de afios, las levaduras relacionadas con Saccharomyces
cerevisiae y hongos del género Penicillium y Aspergillus parecen de origen mas

reciente.

19



La secuencia del gen rRNA 18S de 2 cepas patdégenas de S. schenckii fueron casi
idénticas a la secuencia de Ophiostoma stenoceras sugiriendo que S. schenckii
tiene probablemente menos de 20 millones de afios de historia evolutiva sin

reproduccion sexual (Berbee y Taylor, 1993).
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Figura 6. Arbol filogenético de maxima parsimonia basado en

la secuencia del rRNA 18S (Berbee y Taylor 1993).

Por otra parte Cavalier- Smith generd un arbol filogenético de Neighbor Joining
basado en 1525 pb de la misma secuencia de rRNA 18S como se muestra en la

figura 7, el cual soporta la taxonomia tradicional de hongos y que guarda
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relaciones filogenéticas semejantes a las ya reportadas por Berbee vy
colaboradores.

Figura 7. Arbol filogenético de Neighbor Joining
basado en la secuencia del rRNA 18S (Cavalier-
Smith, 2000).

Posteriormente se generd un arbol utilizando la misma secuencia de rRNA 18S y
por el método de maxima verosimilitud se realizé el andlisis y la construccion del

arbol que se muestra en la figura 8 (Cavalier- Smith, 2000).

Este arbol incluye un mayor nimero de hongos mostrando su diversificacion y da
una clara idea de los principales linajes. También soporta la taxonomia tradicional

del reino de los hongos.

En los arboles de las figuras 6 y 7 se observé que se encuentran separados los
Ascomycetes y Basidomycetes. Dentro del grupo de los Ascomycetes estan las
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levaduras en dos ramas diferentes y en el grupo de los hongos filamentosos se
encuentra S. schenckii y hongos estrechamente relacionados como Neurospora
crassa y hongos del genero Ophiostoma. Para este ultimo se ha encontrado que
S. schenckii difiere con Ophiostoma stenoceras en 3 nucle6tidos de 1700 bases
secuenciadas del gene ribosomal 18S y con Ophiostoma ulmi difiere en 28
nucleétidos (Berbee y Taylor, 1992).
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Figura 8. Arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en
la secuencia del rRNA 18S (Cavalier- Smith, 2000).
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lll. OBJETIVO GENERAL:

Analizar las relaciones filogenéticas del hongo S. schenckii utilizando un fragmento

de la secuencia del gen mitocondrial cox-/l como marcador molecular.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Obtener la secuencia de un fragmento de la secuencia del gen mitocondrial
cox-I1.

2. Alinear y comparar secuencias homologas de otros hongos para analizar la
variabilidad de este gen.

3. Construir filogenias (generando arboles de Neighbor Joining y maxima
parsimonia) con las secuencias de cox-Il.

4. Analizar las relaciones filogenéticas del hongo S. schenckii a partir de los

arboles construidos.
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IV. HIPOTESIS

Los genes mitocondriales tienen una tasa de mutacion mayor que los genes
nucleares, por lo que fragmentos pequefos del gen cox-ll seran capaces de

resolver las relaciones filogenéticas entre S. schenckii y otros hongos.
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V. METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

5.1 Amplificacion de un fragmento del gen cox-Il de S. schenckii.

El fragmento del gen cox-Il de S. schenckii se obtuvo por PCR utilizando los
siguientes oligonucledtidos degenerados:

Sentido 5TWW TAT TAW TTA TTG CTT3

Antisentido 5 ATA TGA WTC AAA TWY AAT3 (Donde W = A+TyY = C+T).
Los cuales fueron disefiados a partir de secuencias reportadas para el mismo gen
en hongos estrechamente relacionados (Neurospora crassa, Podospora anserina
y Aspergillus sp., entre otros). Para la reaccion de PCR los oligonucleotidos
sintetizados fueron usados a una concentracion de 2.5 uM en un volumen final de
20 puL, en presencia de MgCl 2.5 mM y Taq polimerasa 0.5 U. El protocolo de
amplificacion se realizd en un termociclador iCycler de Biorad, el programa
consistié de un ciclo inicial de 4 minutos a 94 °C para desnaturalizar el DNA y 30
ciclos de 3 pasos: 60 segundos a 94 °C, 60 segundos a 42 °C para permitir el
alineamiento de los oligonucleétidos al DNA templado y 60 segundos a 72 °C.
para iniciar la polimerizacion, con un ciclo final de extensién a 72 °C por 5 minutos
para asegurar que todas las cadenas tuvieran una polimerizacién completa.

Para verificar la amplificacion del gen se realizé una electroforesis en un gel de
agarosa al 2 %, el cual se tifid con bromuro de etidio a una concentracién final de
1 ug/ml y se visualizd en un transiluminador de luz UV. Paralelamente en cada

experimento se incluyé un control negativo sin DNA.

5.2 Clonacion del fragmento amplificado del gen cox-ll de S. schenckii.

Una vez que se verificd la presencia del gen cox-Il, se realizé una ligaciéon en un
vector T pGem (Promega, fig. 9). Se realiz6 una transformacion en células
competentes JM109, en un volumen de 50 ul se agregaron 25 ng de la reaccién de
ligacion y se incub6 en hielo durante 30 minutos. Se dio un choque térmico a 42°C
durante 90 segundos y se coloco el tubo en hielo por 2 minutos adicionales. Se
adicion6 medio LB a un volumen final de 1 ml y se incubé a 37 °C durante 1 hora.

Al final se sembraron 100 ul de la reaccion de transformacion en cajas petri con
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medio LB con ampicilina a una concentracion de 100 ug/ml y se incubaron toda la
noche a 37 °C. Para corroborar la clonacién de los fragmentos se amplificé el DNA
de 10 clonas seleccionadas al azar bajo las condiciones ya descritas. El fragmento

clonado se secuencio.

pGEM*-T Easy
Veclor
(A015bp)

x| | 118
el |1

F
TATIVALE BA

Figura 9. Mapa del vector de clonacion
PGEM-®T. Promega No. cat. A3600.

5.3 Secuenciacion de un fragmento del gen cox-Il de S. schenckii.

Las clonas que contuvieron plasmidos con el amplificado del gen cox-Il de S.
schenckii fueron crecidas en medio de Luria con ampicilina para realizar
maxipreparaciones, a las que se sometioé a una purificacién pasandola a través de
una columna de silica. La presencia y pureza de las muestras se verificd por
electroforesis en un gel de agarosa al 2 %, se cuantificaron en un fluorémetro y se
llevaron a una concentracion de 1200 ng para su secuenciacion en CINVESTAV,

Irapuato. Gto.
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5.4 Reconstruccion filogenética.

Una vez que se obtuvo la secuencia del fragmento del gen cox-Il de S. schenckii
se realizé una comparacion con las secuencias depositadas en la base de datos
del NCBI (National Center for Biotechnology Information). En la tabla 3 se enlistan
los hongos y sus respectivas secuencias del gen cox-/l utilizados para la

construccion del arbol filogenético.

Las secuencias de los hongos fueron obtenidas en formato Fasta, posteriormente
se hizo la traducciéon en los seis marcos de lectura para poder localizar las
regiones codificantes y poder discriminar intrones, como fue el caso de Podospora
anserina. Una vez localizada la regién homologa en aminoacidos de los hongos
con respecto a nuestra secuencia de S. schenckii, se regreso a la secuencia de
nucleodtidos, ésto sin que fuera afectado por el cdédigo genético degenerado.

Las secuencias en marco de lectura fueron alineadas con Clustal W contenido en
BioEdit version 7.0.0, se les elimind los extremos, asi como los intrones y fueron
convertidas al formato que es reconocido por MEGA 3.1 para posteriormente
construir una filogenia por el método Neighbor Joining y un analisis de Bootstrap

para 10000 pseudoréplicas.
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Tabla 3. Hongos incluidos en el estudio filogenético.

No. de Acceso en

Comentario
el GenBank
Ascomycota
Sinénimo:
Aspergillus nidulans X15441.1
Emericella nidulans
Aspergillus niger DQ207726.1
. Fase teleomorfa:
Asperqgillus oryzae AP007176.1 .
Eurotium oryzae
Candida glabrata X69430.1 Sinénimo: Torulopsis glabrata
Candida glabrata AF450301.1 Sinénimo: Torulopsis glabrata
Epidermophyton floccosum AY916130.1
Kluyveromyces africanus AJ235922.1
Kluyveromyces lodderae AJ235925.1
Neurospora crassa K00825.1
Penicillium marneffei AY347307.1
Podospora anserina X55026.1
Saccharomyces rosinii AF442218.1
Saccharomyces unisporus AF442214.1
. B AuUn no depositados
Sporothrix schenckii EH-265 il
en el GenBank
Trichophyton rubrum X65223.1
Basidiomycota
Crinipellis perniciosa AY376688.1
Cryptococcus neoformans AY101381.1
Fase anamorfa:
Filobasidiella neoformans AY138989.1
Cryptococcus neoformans
Schizophyllum commune AF402141.1
Zygomycota
Rhizopus oryzae AY863212.1 *Varios sinénimos

Nota. Las respectivas fases y sindnimos son las propuestas en el NCBI.
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VI. RESULTADOS.

Con el objetivo de realizar un analisis filogenético de S. schenckii y otras especies
de hongos utilizando un fragmento de la secuencia del gen cox-Il, se amplificé un
fragmento de éste y posteriormente se clono en el vector pGEM®-T. La presencia
del fragmento clonado se corrobord por electroforesis en un gel de agarosa como

se muestra en la figura 10.
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238+242
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Figura 10. Electroforesis en un gel de agarosa al 2%,
tenido con bromuro de etidio. A la izquierda (pozo 1) se
muestra el marcador de peso molecular pBR322 con
Mspl junto a las bandas esta indicado su tamafio en
pares de bases (pb). La flecha a la derecha (pozo 2)

muestra el fragmento de cox-ll de S. schenckii
amplificado.

Posteriormente el fragmento del gen cox-Il de S. schenckii fue secuenciado. La

secuencia se muestra en la figura 11, las regiones sombreadas pertenecen a la

secuencia del vector de clonacion pGEM®-T.
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1 GAATTCGATT TTATATTATT TATTGCTTTC CCTTCTTTTA AGTTATTATA
51 CTTAATGGAT GAAGTTAGTG ATCCTTCAAT GTCTATTTTA GCTGAAGGAC
101 ATCAATGATA TTGAAGTTAC CAATACCCTG ATTTCCTAGA TTCTAATGAA
151 GAATTTATTG AATTTGAATC ATATAATCAC TAGT

Figura 11. Secuencia del fragmento del gen cox-/l de S. schenckii.

Con base en el fragmento del gen cox-// secuenciado se calcul6 la composicion de

las bases de la cadena codificante, mostrando una alta proporcion de Adenina-

Timina que corresponde al 73.3% (tabla 4).

( Tabla 4. Composicion de nucleétidos de \

la cadena sencilla secuenciada.
Base Ndmero %
A 50 30.3
C 22 13.3
G 22 13.3
T 71 43.0

\- J

Con el objetivo de conocer la probable secuencia de aminoacidos se realizo la
traducciéon de la secuencia del gen cox-II manualmente empleando el cédigo
genético mitocondrial de Neurospora crassa (ver Apéndice) debido a que este es
un hongo estrechamente relacionado con S. schenckii (Berbee y Taylor, 1993;
Cavalier-Smith, 2000), en la figura 12 se muestran los aminoacidos junto a su

respectivo codon.
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TTT ATA
Phe TIle

GAT GAA
Asp Glu

TGA TAT
Trp Tyr

TTT ATT
Phe TIle

TTA
Leu

GTT
Val

TGA
Trp

GAA
Glu

TTT
Phe

AGT
Ser

AGT
Ser

TTT
Phe

ATT
Ile

GAT
Asp

TAC
Tyr

GAA
Glu

GCT
Ala

CCT
Pro

CAA
Gln

TCA
Ser

TTC
Phe

TCA
Ser

TAC
Tyr

TAT
Tyr

CCT
Pro

ATG
Met

CCT
Pro

TCT
Ser

TCT
Ser

GAT
Asp

TTT
Phe

ATT
Ile

TTC
Phe

AAG
Lys

TTA
Leu

CTA
Leu

TTA
Leu

GCT
Ala

GAT
Asp

TTA
Leu

GAA
Glu

TCT
Ser

TAC
Tyr

GGA
Gly

AAT
Asn

TTA
Leu

CAT
His

GAA
Glu

ATG
Met

CAA
Gln

GAA
Glu

Figura 12. Traduccion a aminoacidos de la secuencia del fragmento cox-ll de S.

schenckii.

J

Con la finalidad de observar las relaciones filogenéticas entre diversos hongos se

alinearon 163 nucledtidos de las secuencias del gen cox-Il de S. schenckii con las

secuencias homologas de otros hongos Ascomicetos, Basidiomicetos e incluyendo

un Zigomiceto, las cuales se muestran en la figura 13. Se puede observar las

regiones conservadas representadas por los puntos. Se observa que S. schenckii

comparte mayor similitud con Neurospora crassa con quien difiere solo en 21

nucleotidos y en 22 nucleotidos con Podospora anserina (tabla 5).
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Sporothrix schenckii
Neurospora crassa
Trichophyton rubrum
Epidermophyton floccosum
Cryptococcus neoformans
Candida glabrata X69430.1

Candida glabrata AF450301.1

Kluyveromyces lodderae
Kluyveromyces africanus
Saccharomyces rosinii
Saccharomyces unisporus
Filobasidiella neoformans
Schizophyllum commune
Podospora anserina
Crinipellis perniciosa
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Tabla 5. Numero de bases diferentes comparadas con el
fragmento del gene cox-ll de S. schenckii.

No. Bases
Ascomycota
Aspergillus nidulans 41
Aspergillus niger 40
pAspergillus oryzae 38
Candida glabrata X69430.1 43
Candida glabrata AF450301.1 42
Epidermophyton floccosum 44
Kluyveromyces africanus 38
Kluyveromyces lodderae 43
Neurospora crassa 21
Penicillium marneffei 41
Podospora anserina 22
Saccharomyces rosinii 43
Saccharomyces unisporus 41
Trichophyton rubrum 42
Basidiomycota
Crinipellis perniciosa 55
Cryptococcus neoformans 53
Filobasidiella neoformans 53
Schizophyllum commune 50
Zygomycota
Rhizopus oryzae 46

Posterior al analisis de las secuencias de los diferentes hongos incluyendo a S.
schenckii se construyeron 9 arboles filogenéticos con el método de Maxima
Parsimonia, de los cuales se muestra uno en la figura 14 con Bootstrap para
10000 pseudoréplicas para cada nodo, utilizando el Programa MEGA 3.1 (Kumar
et al., 2004)
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Figura 14. Uno de los 9 arboles mas parsimoniosos con Bootstrap
generado con el programa MEGA 3.1 y visualizada con Tree Explorer
incluido en el mismo programa. Los numeros en las ramas son los
valores de Bootstrap para 10000 pseudoréplicas.

Con el objetivo de conocer si la topologia del arbol se conservaba al hacer la
reconstruccion filogenética por otros métodos, se realizé la reconstruccién por el
método de Neighbor Joining con Bootstrap para 10000 pseudoréplicas con el
programa MEGA 3.1 (fig. 15). Este método genera arboles cuyas ramas son
proporcionales al numero de sustituciones en las secuencias, a diferencia del de

Maxima Parsimonia, en el que solo se consideran los sitios informativos.
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Figura 15. Filogenia de Neighbor Joining generada con el programa MEGA 3.1
y visualizada con Tree Explorer incluido en el mismo programa. Los nimeros
en las ramas son los valores de Bootstrap para 10000 pseudoréplicas.
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DISCUSION

Los patrones electroforéticos generados por analisis de RFLP, RAPD, etc. se han
utilizado para cuantificar las variaciones entre cepas, estimando sus relaciones
filogenéticas representadas en un arbol (Frisrvad et al.,, 1998). Sin embargo, la
mayoria de diferencias en el patrén de bandas son dificiles de interpretar porque la
intensidad de las bandas y la reproducibilidad no son absolutamente consistentes.
Los métodos basados en la comparacion de patrones son medidas indirectas de
divergencia genética (Sanson y Briones, 2000). Por lo anterior la comparacion
directa de secuencias de DNA de un fragmento del gen cox-Il se ha preferido para
determinar las relaciones filogenéticas de S. schenckii con diversas especies de

hongos.

La tabla 5 muestra por el numero de diferencias en las bases del fragmento de
cox-Il a las especies de hongos que se encuentran mas estrechamente
relacionados con S. schenckii. Estas diferencias se reflejaron en los arboles

filogenéticos construidos.

La filogenia de Maxima Parsimonia generada con el programa MEGA 3.1
utilizando la secuencia de un fragmento del gen cox-Il de S. schenckii y las
secuencias de otros hongos, nos permiti6 separar perfectamente entre
basidiomicetos (Schizophillum comune, Crinipellis perniciosa, Cryptococcus
neoformans 'y Filobasidiella neoformans) y ascomicetos (S. schenckii,
Saccharomyces unisporus, Saccharomyces rosinni, Aspergillus nidulans,
Aspergillus niger, Penicillium marneffei, Neurospora crassa y Podospora anserina
entre otros) usando como grupo externo el zigomiceto Rhizopus oryzae (figura 14).
Los valores de Bootstrap para cada rama indicaron que los datos si aportan
informacion de la topologia de la filogenia presentada, ya que 12 de 17 valores

son superiores a 50.
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En este arbol también se observo que el grupo de los ascomicetos se separa en
dos grandes grupos: hongos filamentosos y hongos levaduriformes. En el grupo de
los hongos filamentosos encontramos al hongo dimoérfico S. schenckii el cual esta
mas cercanamente relacionado a otros hongos filamentosos. Penicillium marneffei,
otro hongo dimorfico, se encontré estrechamente relacionado con el género
Aspergillus como ya se habia observado (Woo, et al.,, 2003). Los hongos
levaduriformes de los géneros Candida, Kluyveromyces y Saccharomyces se
encuentran mas distantemente relacionados con S. schenckii. Lo anterior coincide
con las observaciones filogenéticas realizadas con las subunidad 18S del RNA
ribosomal (Berbee y Taylor, 1993; Cavalier- Smith, 2001).

En el analisis filogenético se encontrd que el género Aspergillus se separa en dos
grupos, sin embargo, éstos se encuentran estrechamente relacionados. Los
hongos patégenos Trichophyton rubrum y Epidermophyton floccosum comparten
la rama con Penicillium marneffei. Otra rama del grupo de los hongos filamentosos
es la que se encuentra formada por los hongos Neurospora crassa y Podospora
anserina quienes comparten la misma rama y a su vez se encuentran ligados a S.
schenckii. Relaciones filogenéticas muy semejantes han sido descritas por otros

investigadores (Galagan, et al., 2005; Woo et al., 2003).

Los géneros Saccharomyces y Kluyveromyces son grupos que no estan bien
definidos, mostrando una gran variabilidad intraespecie. Dicha variabilidad
coincide con la encontrada por Belloch y colaboradores, quienes construyen un
arbol basado en Neighbor Joining. Ellos forman el grupo de “Saccharomyces
cerevisiae” constituido por Kluyveromyces lodderae, Saccharomyces exigus,
Kluyveromyces delphensis, Kluyveromyces polysporus, Kluyveromyces africanus 'y
Candida glabrata entre otros, considerandolo como un grupo parafilético, es decir,
que aunque tienen un origen en comun se encuentran en ramas separadas
(Belloch et al., 2000). Este grupo no es apreciable en nuestra filogenia debido a

que no incluye a todos los hongos mencionados.
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Cryptococcus neoformans y Filobasidiella neoformans quedan juntos en una rama,
de manera consistente, ya que este ultimo es la fase asexual de Cryptococcus

neoformans.

Al construir el arbol filogenético por el método de Neighbor Joining con los mismos
alineamientos de la figura 13, se observo que la informacion de las secuencias del
fragmento del gen cox-Il apoya la misma topologia que con el método de Maxima
Parsimonia, mostrando por tanto la misma informacion taxonémica. Por otro lado,
los resultados nos indican que el pequefio fragmento de 165 pb del gen cox-ll
aporta la informacién suficiente para resolver las relaciones filogenéticas de S.
schenckii y diferentes especies de hongos. Ambos métodos de reconstruccion

filogenética son solidos, respetando la taxonomia tradicional de los hongos.

38



CONCLUSIONES

El fragmento del gen mitocondrial cox-Il en este estudio resultdé un buen marcador
molecular que permitid corroborar las relaciones filogenéticas entre diversas
especies de hongos, situandolos en dos grandes grupos Ascomicetos y
Basidiomicetos. S. schenckii se encontré estrechamente relacionado con los
hongos filamentosos como Neurospora crassa, Podospora anserina, Penicillium
marneffei y el genero Aspergillus.

Tanto el arbol de Maxima Parsimonia como el de Neighbor Joining generados con
la secuencia del fragmento del gen cox-Il apoyan la taxonomia ya establecida del

reino de los hongos.
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APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

Tfbl pH 5.8 para 500 ml

Acetato de potasio 147 g
Cloruro de manganeso 4.95¢g
Cloruro de potasio 3.73 ¢
Cloruro de calcio 0.74 g
Glicerina 60 ml

Mezclar, ajustar el pH a 5.8 con acido acético 0.2 M, esterilizar por filtracion y

almacenar a 4°C hasta su uso.

Tfbll para 500 ml

Mezclar 10.47 g de MOPS en 300 ul de agua destilada, ajustar el pH a 7 con
NaOH 10 M, agregar

Cloruro de calcio 5.51¢

Cloruro de potasio 0.37 g

Glicerina 60 ml

Esterilizar por filtracion y almacenar a 4°C hasta su uso.

Medio LB para 250 mi

Extracto de levadura 1.25¢
Bacto-triptona 25¢g
Cloruro de sodio 1.25¢
Bacto-agar 5¢
Agua c.b.p. 250 ml

Esterilizar en autoclave.
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Transformacion en células competentes JM109.

1.

Descongelar las células competentes en hielo, colocar los tubos donde se
hara la transformacion en hielo (deben ser nuevos y estar frios), en

condiciones estériles.

Colocar 50uL de células competentes descongeladas en los tubos, agregar
al tubo 50 ng de plasmido pGEM®.

Incubar en hielo por 30 minutos.

Dar un pulso de calor por 90 segundos a 42 °c.
Dejar en hielo por 2 minutos.

Agregar c.b.p 1000 uL de medio luria o SOC.

Incubar a 37 °C por una hora para permitir la recuperacién de las células
del choque térmico.

Espatular 100 uL en medio de seleccidon (luria + ampicilina). Rotular las

cajas.

Incubar a 37 °C toda la noche.
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Cddigo genético usado para la traduccion del fragmento cox-I/ de S. schenckii.

UuuU UuCu UAU uGU
Phe Tyr Cys
UuC S UCcC UAC UGC
er
UUA UCA UAA UGA
Leu Ter Trp
UuG UCG UAG UGG
CUU CCU Hi CAU CGU
is
CucC CCC CAC CGC
Leu Pro Arg
CUA CCA Gl CAA CGA
n
CUG CCG CAG CGG
AUU ACU AAU AGU
Asn Ser
Ile AUC ™ ACC AAC AGC
r
AUA ACA AAA AGA
Lys Arg
Met AUG ACG AAG AGG
GUU GCU GAU GGU
Asp
GUC GCC GAC GGC
Val Ala Gly
GUA GCA Gl GAA GGA
u
GUC GCG GAG GGG

(Macino, et al., 1983).
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Comparacion del tamafo de genomas mitocondriales en diversos

organismos.
0 . Tamarfio del Numero total de
rganismos *
genoma (pb) genes
Metazoa
Homo sapiens 16 569 37
Metridium senile 17 443 17
Varios protistas
Reclinomonas americana 69 034 96
Monosiga brevicollis 76 568 53
Prototheca wickerhamii 55 328 60
Plantas
Marchantia polymorpha 186 609 68
Arabidopsis thaliana 366 924 52
Chytridiomycota (Hongos)
Allomyces macrogynus 57 473 42
Harpochytrium94 19473 24
Harpochytrium105 24 169 24
Monoblepharella15 60 432 25
Hyaloraphidium curvatum 29 593 23
Spizellomyces punctatus 61 347 24
Rhizophydium brooksianum 68 834 23
Zygomycota (Hongos)
Mortierella verticillata 58 745 42
Rhizopus oryzae 54 178 42
Smittium culisetae 58 654 42
Ascomycota (Hongos)
Hypocrea jecorina 42 130 42
Neurospora crassa 64 840 43
Podospora anserina 94 192 43
Candida albicans 40 420 48
Saccharomyces castellii 25753 34
Saccharomyces cerevisiae 85778 35
Pichia canadensis 27 694 43
Yarrowia lipolytica 47 916 44
Schizosaccharomyces jap. 80 059 34
Schizosaccharomyces oct. 44 227 35
Schizosaccharomyces pombe 19 431 36
Basidiomycota (Hongos)
Schizophyllum commune 49 704 41
Crinipellis perniciosa 109 103 40

* No incluye ORFs ni ORFs de intrones.
Bullerwell, et al., 2005.
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APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

Tfbl pH 5.8 para 500 ml

Acetato de potasio 1.47¢g
Cloruro de manganeso 4.95¢
Cloruro de potasio 3.73¢
Cloruro de calcio 0.74 g
Glicerina 60 mi

Mezclar, ajustar el pH a 5.8 con acido acético 0.2 M, esterilizar por filtracion y
almacenar a 4°C hasta su uso.

Tfbll para 500 ml

Mezclar 10.47 g de MOPS en 300 pl de agua destilada, ajustar el pH a 7 con
NaOH 10 M, agregar

Clorurode calcio 5.51¢g

Cloruro de potasio 0.37 g

Glicerina 60 ml

Esterilizar por filtracion y almacenar a 4°C hasta su uso.

Medio LB para 250 ml

Extracto de levadura 1.25¢g
Bacto-triptona 25¢g
Cloruro de sodio 1.25¢9
Bacto-agar 59
Agua c.b.p. 250 ml

Esterilizar en autoclave.




Transformacioén en células competentes JM109.

1.

Descongelar las células competentes en hielo, colocar los tubos donde se
hara la transformacion en hielo (deben ser nuevos y estar frios), en

condiciones estériles.

Colocar 50uL de células competentes descongeladas en los tubos, agregar
al tubo 50 ng de plasmido pGEM®.

Incubar en hielo por 30 minutos.

Dar un pulso de calor por 90 segundos a 42 °C.
Dejar en hielo por 2 minutos.

Agregar c.b.p 1000 uL de medio luria o SOC.

Incubar a 37 °C por una hora para permitir la recuperacion de las células

del choque térmico.

Espatular 100 uL en medio de seleccion (luria + ampicilina). Rotular las

cajas.

Incubar a 37 °C toda la noche.
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Caddigo genético usado para la traduccion del fragmento cox-Il de S. schenckii.

Uuu uCu UAU uGuU
Phe Tyr Cys
uucC S UCC UAC UGC
er
UUA UCA UAA UGA
Leu Ter Trp
UuG UCG UAG UGG
Cuu CCu Hi CAU CGU
IS
CucC CCC CAC CGC
Leu Pro Arg
CUA CCA Gl CAA CGA
n
CUG CCG CAG CGG
AUU ACU AAU AGU
Asn Ser
lle AUC T ACC AAC AGC
r
AUA ACA AAA AGA
Lys Arg
Met AUG ACG AAG AGG
GUU GCU GAU GGU
Asp
GUC GCC GAC GGC
Val Ala Gly
GUA GCA Gl GAA GGA
u
GUC GCG GAG GGG

(Macino, et al., 1983).
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Comparacion del tamafio de genomas mitocondriales en diversos

organismos.
. Tamafio del Numero total de
Organismos
genoma (pb) genes*
Metazoa
Homo sapiens 16 569 37
Metridium senile 17 443 17
Varios protistas
Reclinomonas americana 69 034 96
Monosiga brevicollis 76 568 53
Prototheca wickerhamii 55 328 60
Plantas
Marchantia polymorpha 186 609 68
Arabidopsis thaliana 366 924 52
Chytridiomycota (Hongos)
Allomyces macrogynus 57 473 42
Harpochytrium94 19 473 24
Harpochytrium105 24 169 24
Monoblepharellal5 60 432 25
Hyaloraphidium curvatum 29 593 23
Spizellomyces punctatus 61 347 24
Rhizophydium brooksianum 68 834 23
Zygomycota (Hongos)
Mortierella verticillata 58 745 42
Rhizopus oryzae 54178 42
Smittium culisetae 58 654 42
Ascomycota (Hongos)
Hypocrea jecorina 42 130 42
Neurospora crassa 64 840 43
Podospora anserina 94 192 43
Candida albicans 40 420 48
Saccharomyces castellii 25 753 34
Saccharomyces cerevisiae 85778 35
Pichia canadensis 27 694 43
Yarrowia lipolytica 47 916 44
Schizosaccharomyces jap. 80 059 34
Schizosaccharomyces oct. 44 227 35
Schizosaccharomyces pombe 19431 36
Basidiomycota (Hongos)
Schizophyllum commune 49 704 41
Crinipellis perniciosa 109 103 40

* No incluye ORFs ni ORFs de intrones.
Bullerwell, et al., 2005.
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