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Resumen

La esporotricosis es la micosis cutanea de mayor prevalencia en América Latina. Los agentes
etiologicos de la esporotricosis son varias especies de hongos del complejo Sporothrix schenckii, cuyos
principales factores de virulencia son su dimorfismo y termotolerancia, aunque el resto de los factores
gue determinan su patogenicidad siguen siendo desconocidos. En este trabajo se describe la
generacion de una coleccion de mutantes insercionales de S. schenckii a partir de la transformacion
mediada por Agrobacterium tumefaciens, buscando contribuir al descubrimiento de genes de interés que
permitan entender la virulencia de S. schenckii. Se generaron 29 cepas mutantes, la mayoria con un
fenotipo similar al de la cepa silvestre. Sin embargo, no se realizaron pruebas suficientes para
determinar si se interrumpio algin gen de interés.

Abstract

Sporotrichosis is the most prevalent fungal subcutaneous infection in Latin America. The etiological
agents are in fact a complex of fungal species named Sporothrix schenckii complex, whose main
virulence factors are the dimorphism and thermotolerance; although other factors involved in their
pathogenicity are still unknown. In this work, we describe the generation of insertional mutant collection
of S. schenckii using Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation, in order to contribute to the
discovery of new genes related with S. schenckii virulence. Twenty-nine mutant strains were generated,
most of them with a similar phenotype to the wild-type strain. However, studies were not enough to
determine if a gene of interest was disrupted.
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INTRODUCCION

Las micosis son uno de los padecimientos
cutaneos presentados con mayor frecuencia en
seres humanos a nivel mundial [1]. En el caso
particular de América Latina, la infeccién flngica
subcutdnea de mayor prevalencia es la
esporotricosis [2]. En los seres humanos, las
lesiones causadas por la esporotricosis estan
generalmente limitadas a la piel, tejido subcutdneo
y ndédulos linfaticos adyacentes [3].

Los agentes etiolégicos de la esporotricosis son
diferentes especies del complejo Sporothrix
schenckii [4]. De manera particular, S. schenckii es
un hongo dimorfico cuya transformacion es
dependiente de la temperatura de cultivo: a 25°C
se manifiesta su forma saprofita, mostrando
crecimiento filamentoso o micelial; mientras que a
37°C se transforma en su forma patégena,
exhibiendo una morfologia levaduriforme. Si bien,
su dimorfismo y termotolerancia son factores de
virulencia de gran importancia, es poca la
informacion referente a otros factores de virulencia
[5]. Por lo tanto, el descubrimiento de nuevos
factores de virulencia de S. schenckii ha sido la
meta de una gran cantidad de estudios referentes
a dicho hongo [3].

Agrobacterium tumefaciens es un microorganismo
de gran importancia en el ambito de Ia
biotecnologia. A. tumefaciens tiene la capacidad
de infectar las raices de plantas dicotiledéneas y
producir tumores por medio de la insercion de
material genético dentro del genoma de la
bacteria: inserta una region denominada T-DNA
contenida en el plasmido Ti. Esto fue explotado en
el estudio de plantas, al sustituir los genes
tumorales del T-DNA por genes marcadores y
secuencias de interés, pudiéndose asi manipular
genéticamente plantas [6]. A partir de 1998, se
empez6 a  utilizar A. tumefaciens en la
transformacion de hongos, al inducir dicho proceso
en el medio de cultivo con la adicion de
acetosiringona. Eso representd un avance en el
estudio de hongos, ya que las técnicas
anteriormente utilizadas en su transformacion
resultaban dificiles o tenian bajos rendimientos [7].

Dada la relevancia de la esporotricosis como la
micosis con mayor prevalencia en América Latina,
el objetivo de este trabajo es la generacion de una

coleccion de mutantes insercionales a partir de la
transformacion mediada por A. tumefaciens. Al
crear una coleccién de mutantes insercionales de
S. schenckii, es posible que alguno de los genes
gue determinan su patogenicidad sea alterado,
permitiendo asi el descubrimiento de nuevos
factores de virulencia.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos empleados y condiciones

de cultivo

En la Tabla 1 se indican las cepas de organismos
empleadas en este trabajo.

Se realizaron cultivos de S. schenckii en medio
YPD pH 4,5 (extracto de levadura 1,0% [m/v],
dextrosa 3,0% [m/v], peptona de gelatina 2,0%
[m/v], pH ajustado a 4,5 con HCI 1 N) y a 28°C
para la obtencién de su forma sapréfita o micelial.
Para la conversion de S. schenckii a su forma
patdégena o levaduriforme, se realizaron cultivos en
medio YPD pH 7,8 (extracto de levadura 1,0%
[m/v], dextrosa 3,0% [m/v], peptona de gelatina
2,0% [m/v], pH ajustado a 7,8 con NaOH 1 N).

A. tumefaciens fue cultivado en medio LB (extracto
de levadura 0,5% [m/v], peptona de gelatina 1,0%

Tabla 1: Cepas de organismos utilizados

Antibiéticos a
Organismo Cepa I dpe
presenta
resistencia
Sporothrix WT. Cepa silvestre “WT" _
schenckii (abreviatura de wild-type).
Agrobac_terlum AGL-1. Ampicilina.
tumefaciens
pBHgGg. AGL-1
Aarobacterium transformado con el vector Ampicilina y
g pBHgGg, denominada como,  kanamicina.

tumefaciens cepa “pBHgGg” en el

experimento.
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[miv], NaCl 0,5% [m/v]) junto con 0,1% de los
antibiéticos de seleccion de acuerdo a lo
establecido en la Tabla 1. A. tumefaciens fue
previamente transformado para que su T-DNA
contuviera el gen hyg, proveyendo una resistencia
a la higromicina b, y el gen gfp para la expresion
de la proteina verde fluorescente.

Transformacion de S. schenckii

Se siguid el procedimiento normalizado del
Laboratorio de Glicobiologia de la Division de
Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de
Guanajuato.

Aislamiento de las cepas transformantes

Habiendo transcurrido las 72 hrs. de incubacion de
los medios de cocultivo, los celofanes con las
colonias de S. Schenckii y A. tumefaciens fueron
desplazados a medios selectivos, los cuales
consistieron en medios YPD 4.5 con higromicina B
y cefatoxima, con 1 pul del antibiético por ml de
medio. Los medios selectivos fueron incubados
por 48 hrs. a 28°C.Después, se recuperaron
colonias de S. schenckii a partir de los medios
selectivos. Se cortaron con un bisturi pequefios
fragmentos de celofdn con cada una de las
colonias y fueron colocados en medios YPD 4.5
con 1 yl higromicina B.

Estudio de las cepas transformantes

Las cepas transformantes obtenidas fueron
posteriormente cultivadas en medios YPD 4,5
sélidos y liquidos con 1 pl higromicina B por mL de
medio a 28°C, incubando los cultivos liquidos con
agitacion a 200 rpm. También se realizaron
cultivos en medio YPD 7,8 con la misma
concentracion de higromicina B, incubandose de 3
a 5 dias y con rotacion de 200 rpm. Se cosecharon
los cultivos de placas de YPD 4,5 para la
obtencion de conidios. A su vez, los conidios

fueron sembradas en YPD 7,8 sin higromicina B e
incubadas por 5 dias. Se realizaron preparaciones
de todos los cultivos para el estudio de su
morfologia, siendo comparadas con la cepa WT.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se generaron 29 cepas transformantes de S.
schenckii, cada una fue denominada por los
nameros del 1 al 29.

La observacion al microscopio de la forma
saproéfita de las cepas transformantes no sugiere
alguna diferencia significativa en la morfologia en
comparacion con la cepa WT: se observé que
tanto los micelios de las cepas mutantes como de
la cepa WT estaban conformados por hifas
delgadas, septadas y presentando algunas
ramificaciones, resultando practicamente idénticas
entre si (véase IMAGEN 1). De manera
macroscopica, se observd que las colonias de las
cepas mutantes y la cepa WT eran irregulares, de
color blanco y presentaban una superficie himeda
y arrugada (véase IMAGEN 2).
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IMAGEN 1: Preparacion en fresco de la cepa transformante #2
de S. schenckii, con amplificacion 1000x. Esta imagen presenta
las caracteristicas morfologicas observadas en las 29 cepas
mutantes y en la cepa WT.
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IMAGEN 2: Cultivo de la cepa transformante #1 de S. schenckii
en medio YPD 4,5. En esta imagen se observan las
caracteristicas estructurales macroscopicas observadas en las
29 cepas mutantes y en la cepa WT.
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IMAGEN 3: Preparacion en fresco de conidias provenientes de
la cepa transformante #4 de S. schenckii, con amplificacion
1000x. Esta imagen presenta las caracteristicas observadas en
los conidios provenientes de las 29 cepas mutantes y la cepa
WT.

Los conidios de las cepas mutantes tampoco
presentaron diferencia significativa con respecto a

la cepa WT (véase IMAGEN 3), en general estos
fueron observados como cuerpos ovalados o
circulares de menor tamafio en comparacion con
las hifas. No hubo una diferencia significativa
aparente en el niumero de conidios producidos por
cada una de las cepas.

Las observaciones microscoépicas realizadas de la
forma micelial y de los conidios coincide con las
caracteristicas reportadas en cepas patron [8].

La transformacion de la forma sapréfita a la forma
patégena resultd dificil de realizar. Tanto los
cultivos en YPD 7,8 con y sin higromicina B, asi
como aquellos que partieron de conidios,
presentaron una baja presencia de levaduras a los
5 dias, por lo que probablemente deberia de
considerarse la realizacion de subcultivos durante
un periodo mayor de tiempo; Bareja et al. (2015)
[9] han reportado que han obtenido una transicion
completa de la forma saproéfita a la forma patdgena
al realizar de manera sucesiva 5 subcultivos en
medio agar-sangre, cada uno con incubacién de 5
a 7 dias. La mayoria de los cultivos en medio YPD
7,8 presentaron una misma proporcion de células
levaduriformes, observandose menos del 5% de
cuerpos con esta morfologia. La excepcion a esta
tendencia fue la cepa transformante #22, la cual
mostré6 una alta tasa de formacion de células
levaduriformes, predominando esta morfologia
sobre la forma sapréfita (véase IMAGEN 4). Dada
esta caracteristica particular de la cepa #22, existe
la posibilidad de que la transformacion de dicha
cepa haya alterado alguno de las regiones
reguladoras de los genes que controlan la
replicacion celular o la patogenicidad misma del
hongo, por lo que puede que esta cepa resulte de
interés para continuar su estudio. Asi mismo, es
probable que también esto haya sido provocado
por algun error ocurrido durante el desarrollo del
experimento, por lo que es necesario estudiar mas
a fondo esta cepa antes de poder aseverar que se
haya afectado un gen de interés.

CONCLUSIONES

Se logré la realizacion de una coleccion de
mutantes insercionales del hongo patdgeno
Sporothrix schenckii. Por lo general, todas las
cepas transformantes presentaron un fenotipo
semejante al de la cepa silvestre, con excepcién
de la cepa #22, en la cual se observé una
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IMAGEN 4: Comparacion de la transicion de la forma saprofita a
la forma patégena. a) Se observa a la cepa WT la cual, como la
mayoria de las transformantes, mostrd pocas células
levaduriformes. B) Se puede observar a la cepa #22, la cual
presentd una abundante cantidad de células levaduriformes.
Preparaciones en fresco de S. schenckii, con amplificacion
1000x.

producciéon atipica de la forma patégena al
cultivarse en medio YPD 7,8 a 37°C, por lo que es
posible que la transformacién haya alterado algin
gen de interés. Es necesario corroborar esto, asi
como hacer un estudio mas extenso de las
caracteristicas de cada una de las cepas para
determinar sin pueden ser de utilidad o no en el
estudio del genoma de S. schenckii y sus factores
de virulencia.
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