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Resumen

El género Sporothrix abarca un gran namero de especies fangicas, dentro de las cuales algunas que
pueden causar enfermedades en animales y el hombre. Una de las especies patdgenas de este género
es Sporothrix schenckii, la cual se ha asociado de forma clasica con la esporotricosis humana, tanto
subcutanea como sistémica. Para poder generar estrategias de control de este organismo, es necesario
entender su interaccion con los diferentes tejidos y 6rganos del hospedero. En este trabajo estamos
interesados en estudiar el papel funcional del gen ACE2 de S. schenckii, el cual en otros sistemas se ha
reportado como un regulador de la formacion de la pared celular, un organelo esencial durante el
contacto con el hospedero. Mediante PCR se aisl6 el gen de interés, se cloné en el vector pSilent, y se
subcloné en el plasmido pBgGHg. Dicha construccion servira para transformar células de Agrobacterium
tumefaciens, las cuales a su vez permitiran la transformacion de S. schenckii y, mediante silenciamiento
génico, podremos analizar la relevancia biolégica de ACE2 en S. schenckii.

Abstract

The genus Sporothrix includes a large number of fungal species, among which some can cause
diseases in animals and humans. One of the pathogenic species of this genus is Sporothrix schenckii,
which has been classically associated with both subcutaneous and systemic human sporotrichosis. To
generate strategies to control this organism, it is necessary to understand its interaction with different
tissues and organs from the host. In this work we are interested in studying the functional role of S.
schenckii ACE2 that in other systems has been reported as a regulator of the cell wall formation, an
essential organelle during contact with the host. By PCR the gene of interest was isolated, cloned into
the vector pSilent, and subcloned into the plasmid pBgGHg. Such construction will serve to transform
Agrobacterium tumefaciens cells, which in turn will allow transformation of S. schenckii and, through
gene silencing, we will be capable to analyze the biological relevance of ACE2 in S. schenckii.
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INTRODUCCION

Los agentes etiolégicos de la esporotricosis
forman parte del complejo Sporothrix schenckii.
Las especies descritas, caracterizadas
principalmente por procedimientos genéticos y que
forman parte del complejo son: S. albicans, S.
brasiliensis, S. globosa, S. luriei, S. mexicana y S.
schenckii; sin embargo, en los estudios realizados,
y en particular en México, la especie predominante
es S. schenckii. Esta especie corresponde a un
hongo dimérfico que se presenta en la naturaleza
en forma micelial (o fase infectiva); y cuando un
hospedero es infectado el microorganismo
desarrolla la forma de levadura (o fase parasitaria).

[1]
Sporothrix schenckii

Morfologia macroscépica en fase micelial: colonia
de crecimiento rapido, de aspecto membranoso,
frecuentemente con pliegues radiales, inicialmente
de color blanco o beige, que con el tiempo tiende a
pigmentarse.

Morfologia microscépica en la fase micelial
(infectiva): hifas finas (1- 3 um de diametro),
ramificadas, hialinas, septadas con conidi6foros de
10 - 30 pm de largo, de las que nacen conidios
ovoides o piriformes dispuestos en forma de
“pétalos de margarita o flor de durazno”
(simpoduloconidios); algunos conidios nacen
directamente del tallo de la hifa (raduloconidios) de
3 - 5 micras. Los conidios de forma triangular se
presentan generalmente en los cultivos
pigmentados. [1]

La esporotricosis se distribuye actualmente en
todo el mundo, especialmente en las zonas
tropicales y subtropicales. La infeccién se produce
generalmente por inoculacion traumética de suelo,
las plantas, y la materia organica contaminada con
el hongo. Ciertas actividades de ocio vy
ocupacionales, como la floricultura, agricultura, la
mineria y la explotacibn de madera, estan
asociados tradicionalmente con la micosis. [2]

Pared celular

Las proteinas de la pared celular, localizadas en la
superficie  celular, inducen respuestas de
inmunidad celular y humoral, y son candidatas
potenciales tanto para objetivos diagnésticos como
para la generacion de vacunas en la prevencion de
las infecciones fungicas. [3]

Gen ACE2

Factor de transcripcion; similar a S. cerevisiae
Ace2 y Swi5; regula la morfogénesis, la separacién
de células, la adhesion, la virulencia en ratones,
ndcleo promotor regién proximal de unién a ADN
especifica de secuencia, la actividad del factor de
transcripcion, ARN polimerasa Il ndcleo promotor
region proximal secuencia especifica de union de
zinc.[4]

Con esto se planteé examinar la actividad del gen
ACE2 en S. schenckii, para poder hacer esto se
pretende silenciar el gen, ya con el gen silenciado
dentro del genoma de S. schenckii poder analizar
su fenotipo que presente, pudiendo comparar con
los ya descritos en S. cerevisiae Ace2 y Swi5, asi
observar una actividad similar.

MATERIALES Y METODOS

El gen ACE2 de S. schenckii se amplific6 mediante
PCR por el grupo de trabajo en un trabajo previo.
El fragmento de DNA de interés se purificd con
una electroforesis convencional en gel de agarosa
al 1% y empleando kit de purificacion UltraClean®
de MO BIO Laboratories, Inc [5], se empled como
inserto para ser ligado el vector pJET 1.2/blunt [6].
Para la ligacién con pJET1.2 se se empled: 1pL de
T4 ligasa, 2uL de Buffer de reaccién 10X y se
afor6 a 20uL con agua desionizada. La ligacion
con pJET1.2/blunt se dejé a 28 °C por 18 horas.
Posteriormente, se realizé una transformacién con
células competentes quimicamente de Escherichia
coli DH5a y se espatuld en medio LB con
Ampicilina para seleccionar a las células
transformantes. Se eligieron algunas colonias al
azar y a partir de éstas se puso un cultivo en
medio LB suplementado con ampicilina, que se
dejo a 37°C durante toda la noche para extraer
DNA plasmidico empleando el método de lisis
alcalina [7]. El analisis de los DNA plasmidicos
extraidos se llevd a cabo mediante digestion con
enzimas de restriccion; para analizar las clonas
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con la construccion pJET1.2/blunt + SSACE2 se
llevé a cabo una digestion con la enzima Bgl Il que
libera al inserto del vector, para ello se emple6 1u
de enzima por cada 1ug de DNA y se dej6é a 37°C
durante 3hrs. Dando positiva la digestién con Bgl Il
se llevé a cabo una doble digestion con las
enzimas Sac | y Pst |, para ello se empled 1u de
enzima Sacl por cada 1pug de DNA y se dej6 a
37°C durante 3hrs, se purificd con soluciéon PEG
[8] y finalmente se realizé la segunda digestién del
mismo modo que la primera pero empleando a la
enzima Pst I.

Se realizé una electroforesis convencional en gel
de agarosa al 1% y a partir de ésta se purificé al
fragmento correspondiente al gen ACE2 de
S. schenckii, con un tamafio aproximado de
2764pb, empleando kit de purificacion UltraClean®
de MO BIO Laboratories, Inc [5].

Otra vez se llevo a cabo la clonacion en donde el
fragmento purificado se empled como inserto para
ligar con el vector pBgGHg, se realizd una
transformacion con células competentes
guimicamente de E. coli DH5a y se espatuld en
medio LB con kanamicina esta vez para
seleccionar a las células transformantes. Se
eligieron algunas colonias al azar y a partir de
éstas se puso un cultivo en medio LB
suplementado con Kanamicina que se dej6é a 37°C
durante toda la noche para extraer DNA
plasmidico empleando el método de lisis alcalina

[6].

A partir de éste se realiz6 una PCR empleando
0.5ul de DNA molde, 15uL de cada
oligonucledtido iniciador, 1 pL de enzima Taq.
DNA polimerasa (Invitrogen), 1mM de MgClz, 1pL
de dNTPs, 2.5uL de buffer y con agua desionizada
se llevd a 24pL, programando las siguientes
condiciones de amplificacién: 1 ciclo a 94°C
durante 5min, 35 ciclos de 94°C por 30seg, 62.3°C
por 30seg y 68°C por 3 min y finalmente 1 ciclo a
72°C durante 7min esto por 30 ciclos.

Después de esto se esperd transformar A.
tumefaciens pero no se logr6 comprobar la
transformacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para analizar si las clonas que se obtuvieron eran
positivas para la construccién pJET1.2/blunt +

SSACE2 se realizé una digestion con la enzima
Bglll (Figura 1).
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Figura 1: Digestion de la construccion de pJET 1.2/blunt-ACE2
donde se observa la banda de 2800 pb que confirman la
transformacion.

Al término, y para poder purificar y hacer la

ligacion se realiz6 una digestion con las enzimas
Sacl y Pstl (Figura 2).
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Figura 2: Digestion de la construccion de pJET 1.2/blunt-ACE2

Al obtener estas bandas, la banda de arriba que
era la de nuestro interés (2764 pb), se purifico
para realizar una ligacién al vector pBgGHg y,una
vez generada la construccion y haber
transformado células de E. coli DH5a, el DNA
plasmidico se extrajo y se utilizé para hacer una
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reaccion de PCR, con el fin de verificar la identidad
de la construccion (Figura 3).

Figura 3: PCR de la transférmate en el vector pBgGhg,
buscando una banda de 1700 pb.

Con esto ya se pudo poner una transformacion de
A. tumefaciens para después asi transformar a
S. schenckii, lo cual se realiz6, pero no se pudo
caracterizar las mutantes generadas.

CONCLUSIONES

Hasta este punto no podemos concluir el efecto
del silenciamiento del gen ACE2 en S. schenckii,
ya que hasta este momento se llegé a transformar
Agrobacterium tumefaciens y las transformantes
generadas deberan de ser comprobadas antes de
iniciar la transformacion de células de S. schenckii.
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