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Resumen

Los miembros de las especies de Sporotrhix son hongos patogenos asociados con la esporotricosis, una
enfermedad subcutanea de humanos y animales. La infeccion estd mediada por inoculacion por
traumatismos de elementos fungicos en tejidos cutaneos/subcutaneos, y ocasionalmente por inhalacion
de estructuras fungicas. Estos hongos son dimérficos, exibiendo una forma de levadura invasiva en el
huesped. Ambas morfologias de S. schenckii tienen la capacidad de sintetizar melanina. Enzimas como
las policétido sintasas tipo Il (PKS) son piezas clave en la sintesis temprana de este pigmento, este es
un compuesto insoluble altamente relacionado con la virulencia en varios hongos.

Abstract

Members of Sporothrix species are fungal pathogens associated with sporotrichosis, a subcutaneous
disease of humans and animals. The infection is mediated by the traumatic inoculation of fungal
elements into the cutaneous/subcutaneous tissues or, occasionally, by inhalation followed by pulmonary
lesions. The fungi are dimorphic, exhibiting an invasive yeast-like form in the host. Both morphologies of
S. schenckii can synthesize melanin. Enzymes such as type Il polyketide synthase (PKS) are key pieces
in the early synthesis of this pigment, this is an insoluble compound highly related to virulence in several
fungi.
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INTRODUCCION

La esporotricosis, causada por el hongo dimérfico Sporothrix schenckii, estda actualmente distribuida por el
mundo, especialmente en zonas tropicales y subtropicales [1]. Es causada por la inoculacion traumatica del
hongo existente en materia organica y los suelos, por astillas de madera de algunos arboles y recientemente
se ha descrito por contacto o rasgufios por gatos y ocasionalmente puede ser inhalado o llegar a la conjuntiva.
Las personas inmunodeprimidas suelen sufrir lesiones extensas y miultiples. Las poblaciones mas vulnerables
son campesinos, amas de casa y menores de 15 afos [2]. Este hongo es dimérfico, viviendo como saprofito
en asociacién con restos de plantas y materia organica en descomposicion del suelo de forma miceliar y
exibiendo una forma de levadura invasiva en el huesped [3].

Ademas del dimorfismo, el conocimiento actual sobre los factores de virulencia de Sporothrix sigue siendo
escaso. La superficie celular de los hongos patdégenos juega un papel clave en la interaccion huésped-hongo,
mediando varios procesos asociados con la patogénesis. Hasta el momento, se han identificado pocas
proteinas y glicoconjugados en la pared celular de S. schenckii. Otro factor de virulencia de la pared celular es
la melanina, se encontré en conidios y levaduras de S. schenckii que se produjeron in vitro o in vivo durante la
infeccion. Los pigmentos de melanina protegen al hongo de la respuesta inmune innata del huésped mamifero
y proporcionan resistencia a los agentes oxidantes y la muerte de las células fungicas durante la fagocitosis

[4].
Policétido sinintasa tipo Il

Los policétidos comprenden diversos metabolitos secundarios fungicos, como antibidticos, pigmentos y
micotoxinas que se forman a partir de acidos precursores de carbono simples catalizados por policétidos
sintasas (PKS). Las PKS se dividen en tres grupos segun sus secuencias, estructuras primarias y
mecanismos cataliticos, incluidos los tipos I, Il y lll. Las PKS tipo Il son ampliamente estudiadas en plantas y
bacterias, su presencia en hongos solo se ha realizado en los ultimos afios, como resultado de algunos
proyectos de secuenciacion del genoma fungico [5]. Las PKS fungicas son, en general, una sucesion lineal de
varios dominios cataliticos. El linaje de Sporothrix parece tener genes que codifican PKS que es al menos 3
veces mas grande que el de otras especies de hongos [4].

Sintesis de Melanina de S. schenckii

La comparacion genémica ha mostrado que tanto S. schenckii como S. brasiliensis poseen enzimas con
funciones centrales en la sintesis de melanina a través de las rutas DHN y DOPA, y también en la sintesis de
piomelanina, dentro de las cuales, la que se produce a partir de 1,8-dihidroxinaftaleno (1,8-DHN) es la mas
estudiada, y da lugar al tipo DHN-melanina [4]. La homologia con las enzimas relacionadas con la sintesis de
melanina previamente descritas que se encuentran en los analisis de secuencia son: proteina de biosintesis
de pigmento yellowish-green 1, policétido sintasas tipo | y lll, tetrahidroxinaftaleno / trihidroxinaftaleno
reductasa, esctalona deshidratasa, lacasa, tirosinasa y 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa [4].

Ambas etapas morfolégicas de S. schenckii tienen la capacidad de sintetizar melanina. Este es un compuesto
insoluble altamente relacionado con la virulencia en varios hongos. La produccion de melanina en los conidios
dematidceos de S. schenckii ocurre a través de la via del pentacétido 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN).
Macroscopicamente, solo la fase micelial del hongo esta melanizado. Sin embargo, la produccién de melanina
en células de levadura se ha demostrado in vitro durante la infeccién [1].

MATERIALES Y METODOS

Crecimiento y mantenimiento de microorganismos. Los cultivos de Escherichia coli DH5a y BL21 se incubaron
a 37°C, en medio liquido LB suplementado con ampicilina con agitacion 120 rpm. Los stocks se mantuvieron
en glicerol al 50% con el medio de cultivo suplementado con ampicilina a -70°C
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Extraccion de DNA plasmidico (pDNA). EI medio dénde se inoculd la bacteria se centrifugd hasta formar una
pastilla, se resuspendié en sobrenadante, se agregé solucion TENS (Tris-EDTA-NaOH-SDS), se incubaron
temperatura ambiente y se adicion6 acetato de sodio, se centrifugd para empastillar, el sobrenadante se
transfiere a un tubo nuevo y el DNA plasmidico se precipita con etanol al 100% (-20°C), se lava 2 veces con
etanol al 70% (-20°C).

PCR. Para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa se requirid de: pDNA aislado, oligonucleétidos
iniciadores especifcos (reverso y directo), amortiguador 10X DreamTaqg (MgCl2 20mM), desoxinucleétidos
trifosfato (ANTPs) y enzima DreamTaq.

Electroforesis de acidos nucleicos. La separacion de los acidos nucleicos se realiz6 mediante electroforesis
horisontal en gel de agarosa empleando para la deteccién bromuro de etidio y TAE 1X como amortiguador.

Clonacion en pCold, pJet 1.2 blunt y pSilent. Se realizo restriccion con las enzimas correspondientes para
linealizar los vectores y se ligaron los fragmentos purificados de DNA utilizando T4 ligasa; pCold y pSilent toda
la noche (16°C), pJet 1.2 blunt toda la noche (temperatura ambiente)

Transformacion de E. coli. Las células quimicamente competetes de E. coli se transformaron agregando la
ligacion del fragmento en el vetor correspondiente o plasmido purificado y se les dio un choque térmico a
42°C, se colocaron en hielo y posteriormete a una recuperacion de 1 hora a 37 °C en medio LB. Las placas se
inocularon y se incubaron 24 horas a 37°C para observar transformantes.

Induccion de E. coli BL21 para sobreexpresion. Se deja un preinéculo toda la noche y al dia siguente se
unoculan 500 pL del preindculo en 25 pL de LB ampicilina hasta D.O. 0.5 — 0.8 a 37°C, después se adiciona
isopropiltio-B-galactosido (IPTG) para controlar la expresion y se incuba de 15 - 20°C por 24 horas.

Electroforesis de proteinas. La separacion de las proteinas se realizé mediante electroforesis vertical en gel
de poliacrilamida, empleando para deteccion el colorante Azul de Coomassie.

Purificacion de fragmentos de acidos nucleicos en gel de agarosa. Se utilizé el kit de purificacion de acidos
nucleicos GeneJET, utilizando buffers para fundir el gel de agarosa y una columna para separar los acidos
nucleicos y se resuspende en Elution Buffer.

RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion de forma heterdloga de una PKS Il de S. schenckii en E. coli:

Se extrajo pDNA de las colonias crecidas de las células transformadas con la clonacion del fragmento de la
PKS Il en pCold en E. coli DH5a y se comprobd la presencia fragmento mediante PCR usando
oligonucledtidos de PKS lll que amplifican el gen de 1323 pb (IMAGEN 1). Se selecciond el pDNA de la clona
numero 6 para transformar celulas quimicamente competentes de E. coli DH5a para guardar en stock y E.
coli BL21 para comenzar la induccion para la expresion de la PKS |l en esta bacteria.
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Clona 8 BL21

IMAGEN 2: Productos de amplificacion
de la PCR de la construccion de PKS llI
en pCold con pDNA de clonas de E. coli
BL21 para comenzar sobreexprecion de
la proteina, se obtuvo una banda de 1458
pb, sélo se muestran 4 clonas, las otras
tuvieron el mismo comportamiento.

F Clona 7 BL21

IMAGEN 1: Producto de amplificacion de PCR de
la PKS lll en DNA plasmidico de las clonas
transformadas con pCold + PKS Ill de E. coli, se
obsrevo una banda de 1323 pb en las clonas 6, 13
y 16 y en DNA genémico de S. schenckii, sélo se
muestra la clona 6.
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Se obtuvieron 8 clonas posibles de E. coli BL21 que se
comprobaron con PCR utilizando el oligonucledétido directo
de pCold y el reverso de PKS lll para comprobar que el
fragmento se encontrara dentro del vector, mostrando una . . .
banda de 1458 pb (1323 pb de PKS Il + 135 pb del 9e!ainduccion de E. coli
fragemnto del vetor) se seleccionaron: 5, 6, 7 y 8 para la BL21para observarla
sobreexpresion (IMAGEN 2). Despues de la induccion de Sobreexpresion de la PKS lli
E. coli BL21 se corri6 un concentrado de células ©nunacepabacteriana. Se
bacterianas lisadas con el buffer de carga para gel de observalaproteian cerca de
poliacrilamida y se realizo la electroforesis de proteinas los 50KDaenlaclonas, se
para obseravar la sobreexpresion de la PKS Ill, se observé observo el mismo

en las 4 clonas seleccionadas y se utiliz6 como control comportamiento en las otras
negativo células transformadas con el vector vacio pCold. 3 clonas seleccionadas.

El peso tedrico de la proteina es de 46 825 Da sin tomar en

cuenta las colas de histidina de la sintesis proteica, por lo

que se observa cerca de los 50 KDa (IMAGEN 3). Ahora se

planea purificar esta proteina y medir su actividad.

IMAGEN 3: Gel de
poliacrilamida donde se
corrio el concentrado celular

Elaborar un casete molecular para el silenciamiento del gen que codifica a la PKS
Il de S. schenckii.

Se disefiaron oligonucledtidos para el silenciamiento del gen de la PKS lll, dos de
sentido y dos de antisentido tomando en cuenta secuencias de enzimas de
restriccién para librera el fragmento posteriormente y poder clonarlo en otros
vectores. Se amplificaron los fragmentos de sentido y antisentido por PCR
utilizando cDNA obtenido del RNA de micelio de S. schenckii (IMAGEN 4), se
ligaron en pJet 1.2 blunt y se transformo E. coli DH5q, se extrajo pDNA de 8 clonas
de sentido y 8 de antisentido y se comprobaron las positivas por PCR, se
obtuvieron tres clonas positivas para el fragmento de sentido (clonas 1, 3 y 6) y tres
para antisentido (clonas 2, 3 y 7) (IMAGEN 5). Después se extrajo el fragmento de
sentido por restriccion del pDNA de la clona 3 y se ligd en pSilent, se
transforamaron células de E. coli DH5a y se extrajo pDNA de 6 colonias, se
comprobé el fragmento utilizando oligos internos de pSilent esperando una banda
de 574 pb para el vector vacio y de 864 pb para el vector con el fragmento de
sentido, posteriormente se confirmd la presencia de éste fragmento en el vector
con una digestion del producto de la PCR usando Hind IIl, ésta cortdé dos
fragmentos para el vector vacio de 297 pb cada uno y dos fragmentos, uno de 549
pb y 297 pb, para las clonas con el sentido (IMAGEN 6), con lo anterior se confirmé
la construccion del sentido en pSilent para asi posteriormente poder ligar el
antisentido.

IMAGEN 5: Clonas positivas
por PCR del fragmento de
sentido y antisentido en
pJet 1.2 blunt para digerir y

DNA S. schenckii
lona 2 antisentido

lona 1 sentido

q
Clona 2 sentido digestion

pSilent vacio PCR
pSilent vacio digestion
Clona 2 sentido PCR

= clonar en pSilent, sélo se
4
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o sentido y 2 de antisentido, 1500 pb H
- las otras clonas \ . cepP
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Fragmento sentido
il Fragmento antisentido

500 pb
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IMAGEN 4: Productos de
amplificacion del fragmento de
sentido y antisentido de 280 pb
para ligar en pJet 1.2 blunt.

IMAGEN 6: Productos de PCR y
de digestion con Hind Ill de la
transformacion de E. coli DH5a.
con el fragmento de senido de
la clona 3 ligado en pSilent. Se
observaron 4 clonas positivas,
Soélo se muestra la clona 2.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron al menos cuatro clonas de E. coli BL21 que expresan la proteina PKS Il y otras cuatro que
contienen la construccion para la expresion comprobada por PCR, se purificara mas adelante esta proteina y
se medira la actividad.

Se logré otener la construccion en sentido del casete de silenciamiento para la PKS I, se siguira trabajando
para obtener la construccion completa y clonar en Agrobacterium tumefaciens para transformar S. schenckii y
lograr el silenciamineto del gen para conocer su participacién en procesos biosintéticos del hongo.
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