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RESUMEN

En este trabajo se ha desarrollado un método para la obtencién de DNA
del hongo dermatofito Trichophyton mentagrophytes. Mediante su uso se
consiguen preparaciones de DNA de alto peso molecular, aproximadamente
de 45 kb., libre de contaminaciones en RNA o proteinas. Este DNA se pue-
de digerir con distintas endonucleasas de restriccién y, posteriormente, los
fragmentos obtenidos se pueden unir mediante el enzima DNA ligasa. Este
protocolo constituye un primer paso en la aplicacién de las técnicas del DNA
recombinante en esta especie fungica.

INTRODUCCION

Hay dos motivos que hacen prever un rapido desarrollo de los conocimientos mole-
culares en micologia médica durante los proximos afos. Por un lado el incremento
diario de los casos de micosis en enfermos neopldsicos, inmunodeprimidos o someti-
dos a transplantes, y por otro, el atractivo cientifico como modelo de desarrollo del
fenomeno de dimorfismo propio de muchos hongos patogenos. En estos estudios, y
al igual que ha ocurrido en otros campos del conocimiento, es de esperar que los in-
vestigadores hagan uso de las técnicas del DNA recombinante. Nuestro grupo de tra-
bajo pretende estudiar el fendmeno bioldgico de la infeccion de tejidos epiteliales por
parte de dermatofitos haciendo uso de estas estrategias. Para ello hemos escogido como
modelo el hongo filamentoso productor de tifias Trichophyton mentagrophytes.

Para la realizacion de este tipo de aproximaciones, el paso previo es la puesta a punto
de un protocolo que permita obtener preparaciones puras de DNA de alto peso mole-
cular con el cual poder construir genotecas, clonar genes y construir mapas genéticos.
En T. mentagrophytes se han publicado protocolos de obtencion de DNA para llevar
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a cabo estudios de homologia con fines taxonémicos (1). Esta metodologia da lugar
a preparaciones de DNA muy fragmentado con un bajo peso molecular. Dado que
el DNA asi obtenido no se puede utilizar en experimentos de biologia molecular, he-
mos desarrollado un método rapido y sencillo para obtener DNA de alto peso mole-
cular en esta especie fungica.

MATERIAL Y METODOS
Organismo y condiciones de cultivo

A lo largo de este trabajo se utilizd una cepa salvaje de 7. mentagrophytes aislada
por el Dr. J. Buesa. El hongo se mantuvo en tubos inclinados de medio SDT (glucosa
40 g/1, peptona micologica 10 g/1, pH 6,8). Para conseguir grandes cantidades de mi-
celio para la obtencion de DNA se inocularon matraces de medio liquido SDT con
microconidios del hongo y se incubé a 28°C y agitacion orbital (200 rpm.) durante
48 horas.

Obtencion del DNA

El micelio proveniente del crecimiento en medio liquido se recogio por filtraciéon
a través de malla de nylon, se lavd con NaCl 0,9% (p/v), se seco entre papeles de filtro
y se pesoO. Para cada experimento se tomaron 10 g. de micelio que se congelaron por
inmersion en nitrogeno liquido. El micelio congelado fue machacado en un mortero
hasta reducirlo a la consistencia del polvo. Entonces se afiadieron 60 ml. de solucion
de extraccion (EDTA 0,25 M pH 8,0, SDS 5% p/v, NaCI 0,25 M) y se completo la
homogeneizacion en un Potter (Pobel). Se incubd seguidamente la suspension a 65°C
durante 30 minutos y a continuacion se centrifugd 20 minutos a 3.000 x g. 10°C.
El sobrenadante se fenolizo tres veces con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(49/49/2:v/v/v) y a la fase acuosa de la ultima fenolizacidn se le afiadieron dos volu-
menes de etanol absoluto frio (—20°C), incubandose la muestra a —20°C durante dos
horas. El sedimento fue recogido por centrifugacién a 10.000 x g. y 4°C durante
10 minutos, lavado con etanol al 70% y secado al vacio, resuspendiéndose en S ml.
de tampon TE (TrisHCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM pH 8,0). Para eliminar el RNA,
la suspension fue incubada 1 h. a 37°C con RNasa (Sigma) libre de DNasas segun
(2) a una concentracidn final de 20 ug/ml. Posteriormente se adiciond proteinasa K
(Sigma) a concentracion final de 100 ug/ml y se continud la incubacion 30 minutos.
La suspension se desproteinizo mediante dos fenolizaciones. Finalmente a la fase acuosa
se le anadié NaCl a una concentracion final de 0,5 M, y se precipitdé con etanol frio
en las condiciones anteriormente mencionadas. El sedimento de DNA resultante se
resuspendié en 0,6 ml. de tampén TE.

Manipulaciones del DNA

El DNA se cuantificé mediante mediciones espectrofotométricas (2). Las digestio-
nes con endonucleasas de restriccion y los tratamientos con DNA ligasa se llevaron
a cabo siguiendo las recomendaciones de los fabricantes (New England Biolabs). El
DNA se analizo por electroforesis horizontal de geles de agarosa al 0,6% (p/v) y pos-
terior tincién con bromuro de etidio (2). pSal43, un plasmido que contiene el gen de
la ornitina transcarbamilasa (argB) de Aspergillus nidulans (3), se purificé por el mé-
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todo de la lisis alcalira (4) y se marco radioactivamente con **P (dCTP) (Amersham)
por el método de «nicktranslation» (5). La transferencia del DNA a filtros de nitroce-
lulosa y las condiciones de hibridacion utilizadas fueron descritas con anterioridad

(6).

RESULTADOS

Bajo las condiciones de obtencion descritas anteriormente, se pueden obtener 0,5
mg. de DNA (50 ug por gramo inicial de micelio). En geles de agarosa este DNA mi-
gra como una unica banda de aproximadamente 45 Kb. En las condiciones descritas
no se observa contaminacion en RNA. La relacién de absorbancia a 260 y 280 nm.
(DO16/D0Osg9) varia de 1,8 a 1,85.

Como se muestra en la Figura 1, este DNA se corta facilmente con varias endonu-
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Figura 1. Analisis con endonucleasas de restriccion del DNA de 7. mentagrophytes. Carrera A: DNA
del fago lambda y 29 digeridos con HindIIl. Carrera B: DNA de T. mentagrophytes digerido
con HindlIll. Carrera C: DNA de 7. mentagrophytes digerido con EcoRI.
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cleasas de restriccion, detectdndose unas bandas definidas sobre el fondo de fluores-
cencia de la digestion. Asimismo los fragmentos provenientes de la digestién con en-
donucleasas de restriccion aumentan su tamafio tras ser tratados con DNA ligasa (re-
sultados no mostrados).

El andlisis por el método de Southern (2) del DNA digerido empleando pSal43 como
sonda muestra la presencia de una banda EcoRI de 3,4 Kb. y una banda HindIII de
6,7 Kb. (Figura 2). Estas bdndas probablemente contienen el gen de la ornitina trans-
carbamilasa de 7. mentagrophytes.
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Figura 2. Analisis por el método de Southern del DNA de T. mentagrophytes digerido con EcoRI (carre-
ra A) o Hindlll (carrera B). La sonda fue pSal43.

DISCUSION

El DNA aislado con este protocolo, muestra un alto grado de pureza, indicado por
las relaciones de DO,/DO2s y por la limpieza de las bandas en geles de agarosa.
Este hecho indica tanto una ausencia de proteinas como de RNA contaminantes.
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La presencia de bandas discretas sobre un fondo continuo de DNA, corresponde
probablemente a la presencia en el genoma de T. mentagrophytes de genes repetidos,
tales como los genes ribosomales o genes de tRNAs. Ademds éstas constituyen un
control interno de la efectividad de la digestion y, por lo tanto, de la pureza del DNA.
La intensidad y definicidn de las mismas permiten pensar que, utilizando estas condi-
ciones de hibridacion, el clonaje del gen de la ornitina transcarbamilasa de esta espe-
cie pueda resultar relativamente sencillo. En la actualidad estamos llevando a cabo
este tipo de experimentos.

En resumen, se ha desarrollado un método rdpido (aproximadamente 7 horas) y
eficaz para la obtencion de DNA de alto peso molecular del dermatofito 7. menta-
grophytes. Con este protocolo se obtiene DNA en gran cantidad, libre de impurezas
y que se puede digerir, ligar e hibridar. Asi pues, mediante esta metodologia es posi-
ble comenzar a aplicar las técnicas del DNA recombinante en este hongo, y mediante

el uso de las mismas, iniciar nuestros conocimientos moleculares del proceso de infec-
cién.

SUMMARY

A method for the isolation of DNA from the dermatophyte Trichophyton mentagrophytes yields DNA
preparations with high molecular weight (approx. 45 kb) free of RNA or protein contaminants. This DNA
ca ben digested with various restriction endonucleases. The resulting fragments can then be linked by DNA
ligase. This procedure is the first step towards the application of recombinant DNA techniques to the above
fungal species.
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