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Resumen

Sporothrix schenckii, es un hongo dimérfico, integrante del complejo S. schenckii, que se desarrolla en forma micelial
(forma saproéfita) o levaduriforme (forma patégena) y es el agente etiolégico de la esporotricosis, una micosis
subcutanea de los mamiferos que se adquiere por inoculacién traumatica del hongo. Este organismo, es un modelo
interesante para estudiar la base bioquimica, genética, molecular y fisiolégica de la diferenciacion celular y
morfogénesis. Sin embargo, a pesar de los significativos avances en el conocimiento de la filogenia y la virulencia de
dicho organismo, existe una disponibilidad limitada de herramientas para el estudio, con enfoques genéticos y/o
moleculares.

Aqui se describe la generacion de un casete de interrupcion para el silenciamiento del gen ACE2 de S. Schenckii, cuyo
producto participa en el crecimiento celular y la morfogénesis flngica. La construccion de dicho vector permitird analizar
la relevancia de este gen durante la interaccién de S. schenckii con el hospedero.

Abstract

Sporothrix schenckii is a dimorphic fungus that grows as mycelial (saprophytic form) or yeast (pathogenic form) and is
the etiological agent of sporotrichosis, a subcutaneous mycosis of mammals that is acquired by traumatic inoculation of
the fungus.

This organism is an interesting model to study the biochemical, genetic, molecular and physiological basis of cell
differentiation and morphogenesis. So far, there is a significant advance in the knowledge about their phylogeny,
susceptibility to antifungal drugs and virulence attributes, there is limited availability of tools to study this organism with
genetic and/or molecular approaches.

Here, we describe the generation of a disruption cassette for the silencing of S. schenckii ACE2, a gene involved in cell
growth and morphogenesis. The construction of this vector will allow us to analyze the relevance of this gene during the
S. schenckii-host interaction.

Crecimiento fangico; biologia molecular; Sporothrix schenckii; factor de transcripcion;
silenciamiento génico
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INTRODUCCION

Sporothrix schenckii es el agente causante de la
esporotricosis, una micosis subcutanea que afecta
a capas mas profundas de la piel, las lesiones
suelen iniciar por infeccién de una pequefa herida
o0 abrasion, por esta razon es un riesgo ocupacional
para agricultores, mineros y trabajadores que estan
en contacto con el suelo. [1].

Las glicoproteinas son los componentes clave de la
pared celular de S. Schenckii, pero poco se sabe
acerca de su ruta biosintética. [2,3]

La pared celular fangica es un modelo para
estudiar, desde un punto de vista molecular, la
morfogénesis de una estructura tridimensional y su
relacién con el crecimiento y diferenciacion celular.
[4.5]

En S. Schenckii, el gen ACE 2 se encarga de
codificar un factor de transcripcion implicado en la
regulacion de la morfogénesis. [6]

Para que un gen o una secuencia particular de DNA
pueda ser analizada, primero debe aislarse del
genoma de la célula u organismo. Posteriormente,
el DNA deseado debe obtenerse en su forma pura
y en cantidades adecuadas para el andlisis
molecular, esto puede lograrse mediante
procedimientos que se denominan en su conjunto
tecnologia del DNA recombinante. [7]

Parte de un genoma o todo éste puede cortarse en
fragmentos de un tamafio util utilizando una o méas
enzimas de restriccion, las cuales rompen ambas
cadenas del DNA de doble cadena en sitios
especificos para cada una de las enzimas
conocidas, y a esto se le llaman secuencias diana.
Los fragmentos cortados se separan de acuerdo
con su longitud por medio de migracion en un gel
bajo la influencia de un campo eléctrico. Durante
dicha electroforesis en gel, los fragmentos cada vez
MAs cortos se mueven progresivamente mas rapido
a través del gel y los fragmentos de restriccion
pueden entonces aislarse y analizarse. [7]

Las series de los fragmentos de restriccion de la
coleccién gendmica se incuban con DNA de vector,
el cual también ha sido cortado con enzimas de
restriccién. Algunas de las moléculas de la mezcla
serdn el DNA del genoma empalmado al DNA
vector mediante el apareamiento de las bases de

los extremos expuestos de las cadenas aisladas
gue han resultado de rupturas escalonadas por las
endonucleasas de restriccion. [7]

El DNA vector sirve para proporcionar al gen de
interés, un mecanismo de entrada a una célula
huésped, accediendo asi a los sistemas de
replicacion del DNA, garantizando su transferencia
a las diversas generaciones celulares. Los vectores
principales son el DNA viral o plasmidos, moléculas
de DNA dispensables que pueden existir y
replicarse en forma independiente del genoma del
huésped en la célula huésped. [7]

Por medio de métodos apropiados para examinar
las colonias de células anfitrionas se pueden
identificar y aislar las colonias deseadas que lleven
un DNA recombinante. [7]

En este trabajo se pretenden emplear herramientas
de biologia molecular e ingenieria genética para
generar un casete molecular para el silenciamiento
del gen ACE2 de S. Schenckii.

MATERIALES Y METODOS

Organismos y condiciones de cultivo

Los organismos usados en este estudio se enlistan
enla Tabla 1. Las células fueron mantenidas a 37°C
en medio LB (1% [m/v] peptona de gelatina, 0.5%
[m/V] extracto de levadura, 0.5% [m/v] cloruro de
sodio, 2% [m/v] agar bacteriol6gico)
complementado con ampicilina (1 yL/ml).

Tabla 1. Tabla 1: Organismos utilizados en esta investigacion

Cepas Genotipo
Escherichia coli DH5a
Sporothrix schenckii 4821

Extraccion de DNA plasmidico

Las células de Escherichia coli que contenian el
pladsmido fueron incubadas por 24 horas a 37°C en
medio LB con antibiético. Se colocaron 1.5 mL del
medio con bacterias en tubos Eppendorf de 1.5 mL,
se centrifugd por 30 segundos a 10,000 rpm. Tras
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eliminar el sobrenadante, se agregaron 300 pL de
solucién TENS [Buffer TE 0.1 N NaOH, 0.5%
dodecil sulfato de sodio], y 150 uL de acetato de
sodio 3 M, pH 5.2.

Se centrifugd por 5 minutos a maxima velocidad. Se
transfirié el sobrenadante a un tubo Eppendorf de
1.5 ml nuevo. Se colocaron 900 yL de etanol al
100%, se procedié a centrifugar nuevamente la
muestra por 3 minutos a maxima velocidad y se
deseché el sobrenadante. La muestra fue lavada
con 400 uL de etanol al 70%, luego se centrifugé
por 3 minutos a maxima velocidad. Se dejo secar el
precipitado obtenido a temperatura ambiente por 30
minutos y se agregaron 20 uL de agua para re-
suspender el DNA plasmidico. Finalmente se
analizaron las muestras con una electroforesis en
gel de agarosa.

Amplificacion del DNA plasmidico por PCR
Mediante una reaccién de PCR, utilizando
0.04 pL enzima Pfx de Invitrogen, 0.5 pL de
buffer para la enzima Pfx, 0.3 pL de sulfato
de magnesio, 0.2 uL de oligonucledtido
iniciador TtrpC, 0.2 uL de oligonucledtido
iniciador de PtrpC, 3.26 uL de aguay 0.5 uL
de DNA plasmidico. Una vez terminada la
reaccion de PCR, se analizd por
electroforesis en gel el DNA plasmidico del
vector Psilent. Se retird el fragmento del gel
de agarosa a la altura del marcador de 3000
pb.Purificacién de DNA plasmidico

El gel de agarosa que contenia el DNA plasmidico
fue fundido en un tubo Eppendorf con 300 uL de Gel
Bind por cada 0.1 mg de agarosa a 55°C por 5
minutos, luego se coloco la muestra en un tubo
Eppendorf con columna, se centrifugé por 30
segundos a 10,000 rpm, se volvié a circular el
sobrenadante por la columna, nuevamente se
centrifugd por 30 segundos a 10, 000 rpm. Se
desechd el sobrenadante y se agregaron 300 uL de
Gel Wash. Se centrifugé a 10, 000 rpm por 30
segundos, se circulé nuevamente el sobrenadante
por la columna y se centrifug6. Tras desechar el

sobrenadante, se agregaron 20 uL de agua a 60°C
y se centrifugd por 30 segundos a 10, 000 rpm.

Reaccidn de ligacidn al vector pJet

La reaccion de ligacion del vector pJet 1.2 se realizé
con 2 L del fragmento de DNA plasmidico, 0.5 pL
de la enzima T4 DNA ligasa, 0.5 uL del vector pJet
1.2, 5 pL de la solucion buffer 2X para pJet 1.2 'y 2
WL de agua, luego se incubo por 2 hrs a temperatura
ambiente.

Transformacion con DNA plasmidico

Se adiciond el DNA plasmidico a células de E. coli
guimicamente competentes y se dejaron incubar
por 30 minutos en hielo. A continuacion, se
incubaron en Termobafio a 42°C por 50 seg, de
inmediato se colocd la muestra en hielo por 2
minutos. Se adicionaron 200 uL de medio LB a la
muestra y se dejo incubar con agitacién a 250 rpm
y a 37°C por 1 hr. Inocular la muestra en placas con
agar LB con antibidtico.

Digestion con Sacly Pst |

Para la digestién para Sac | se realiz6 una reaccién
con 3 uyL de DNA plasmidico, 0.5 uyL de
ribonucleasa, 0.5 uL de Sac I, 0.5 uL de solucién
buffer para Sac | y 5 yL de agua. Se colocé dicha
reaccion en el termobafio a 37°C por 3 hrs.

Se agregaron 20 uL de solucién PEG y 30 pL de
solucién TE, luego se centrifugd por 10 minutos a
10, 000 rpm.

A continuacion se llevé a cabo la digestion para Pst
| con una reacciéon de 0.5 uL de Pst I, 1 uL de
solucién buffer para Pst 1y 10 pyL de agua. Se coloco
dicha reaccion en el termobafio a 37°C por 3 hrs y
se analiz6 mediante electroforesis en gel.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo un fragmento de 306 pb del gen ACE2
de S. schenckii mediante RT-PCR, tanto para
sentido como para anti-sentido del gen, luego se
realizé una electroforesis en gel y se purificé la parte
del gel de agarosa donde se encontraba el
fragmento de RNA, para después ligarse en el
vector pJet y transformarse.
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Posteriormente se digirio el fragmento con las
enzimas Xho | y Hind Il para el sentido y con las
enzimas Stu | y Bgl Il para el anti-sentido, luego se
realiz6 una electroforesis en gel.

Una vez cortado la parte del gel de agarosa que
contiene el sentido del gen ACE 2 de S. Schenckii,
se procedio a purificarse y se ligdb en el vector
pSilent.

Para el anti-sentido, tras purificar la parte del gel de
agarosa, se ligé en el vector pSilent que contenia el
sentido, obteniendo finalmente la construccion del
casete de silenciamiento para el gen ACE 2 de S.
Schenckii. En la imagen 1 se muestra el diagrama
para la obtencion del casete de silenciamiento.

cién an
oSient

IMAGEN 1: Diagrama para la obtencion del casete de
silenciamiento para el gen ACE 2 en S. Schenckii.

Al haber obtenido el casete de silenciamiento, se
extrajo el DNA plasmidico de las células
guimicamente competentes, luego se procedié a
realizar una reaccion de PCR con la enzima Pfx. En
la Imagen 2 se muestran los resultados de la
electroforesis en gel donde se muestra la presencia
de la banda cercana a 2800 pb que contiene el DNA
plasmidico, se procedi6 a purificarlo a partir del gel
de agarosa.

IMAGEN 2: Amplificacion por PCR del DNA plasmidico de Psilent
S. schenkii del gen ACE2 con la construccion sentido mas anti-
sentido.

Tras purificar, se obtuvieron dos eluidos, eligiendo
el segundo eluido para realizar la ligacién al vector
pJet, para luego llevar a cabo una transformacion.
En la Imagen 2 se muestran las bandas obtenidas
de la electroforesis en gel realizada a las muestras
transformadas del DNA plasmidico en el vector pJet
gue contiene el casete de silenciamiento para el
gen ACE2 de S. schenckii, las bandas de las
muestras positivas tiene un tamafio de 2800 pb.
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IMAGEN 3: Analisis de la transformacion de E. coli con el DNA
plasmidico del vector pJet para el gen ACE2 de S. schenckii.
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Se procedié entonces a digerir la muestra utilizando
las enzimas Sac | y Pst I, luego se analizé6 mediante
una electroforesis en gel. En la Imagen 4 se pudo
evidenciar que se logroé extraer el fragmento de
DNA que contiene el casete de silenciamiento del
vector de mantenimiento pJet, como se muestra en
la Imagen 4.
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IMAGEN 4: Extraccion del fragmento de DNA que contiene el
casete de silenciamiento para el gen ACE 2 de S. Schenckii.

Una vez realizada la purificacién del gel de agarosa,
se logro recuperar el fragmento de DNA que
contiene el casete de silenciamiento para el gen
ACE 2.

CONCLUSIONES

Se logré avanzar en la obtencion de un casete de
silenciamiento para el gen ACE2 de S. schenckii.

Se pretende continuar trabajando con el fragmento
de DNA obtenido en esta investigacion, para lograr
silenciar el gen ACE2 en S. Schenckii, y poder
establecer su papel dentro de la fisiologia del
hongo.

Este trabajo sirve como apoyo para futuros avances
en la linea de investigacion.
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