FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

MAESTRIA EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR

TESIS

“Clonacion y subclonacion en el vector de expresion PUEOS8 de

un fragmento del gen hsp75 de Sporothrix schenkii”

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN
BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR

PRESENTA:

1.B.Q. SILVIA SOTO IBARRA

Durango, Dgo. Junio 2018



£ CIENCIA
\)\.‘"o o Mz
o

UNIVERSIDAD JUAREZ DEL ESTADO DE DURANGO

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

MAESTRIA EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR

“Clonacion y subclonacion en el vector de expresion pUE0S8

de un fragmento del gen hsp75 de Sporothrix schenkii”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN BIOLOGIA
MOLECULAR Y CELULAR

PRESENTA

I.B.Q. SILVIA SOTO IBARRA

APROBADA POR EL DIRECTOR DE TESIS

o 7NN

D.C. ESTELA RUIZ BACA

Durango, Dgo. Junio de 2018.



O\ENC/
Qe'."&,‘,
3 @D, "

-

c

- o

2 n

O‘ ‘h
°

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES

“Clonacién y subclonacién en el vector de expresiéon PUEO8 de un
fragmento del gen Hsp 75 de Sporothrix schenkii”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN BIOLOGIA
MOLECULAR Y CELULAR

PRESENTA
1.B.Q. SILVIA SOTO IBARRA

Esqﬁ\)a] Naran|o fagdmio (/( ,

APROBADA POR EL CO-DIRECTOR DE TESIS

D.C. EDGARDO ULISES ESQUIVEL NARANJO

Durango, Dgo. Junio de 2018.

Av. de los Ciencios S/N Juriquillo, Delegacion Sonta Rosa Jauregui, Qro. México C.P. 76230 Tel. Direccidn (442) 234 29 58y 192 12 00 Exts. 5301 y 5303
Coordinaciones : Biologia, Nutricidn, Medicina Veterinaria y Zootecnia y Horficultura Ambiental (442) 192 13 27 y 192 12 00 Exts. 5310y 5311
Microbiologio y Geografia Ambiental 192 12 00 Ext. 65214



UNIVERSIDAD JUAREZ DEL ESTADO DE DURANGO e
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

MAESTRIA EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR

“Clonacion y subclonacion en el vector de expresion pUE08
de un fragmento del gen hsp75 de Sporothrix schenkii”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN BIOLOGIA
MOLECULAR Y CELULAR

PRESENTA

I.B.Q. SILVIA SOTO IBARRA

APROBADA POR EL COMITE TUTORAL

D.C. ESTELA RUIZ BACA
PRESIDENTE

D.C. MARIBEL CERVANTES FLORES
SECRETARIO

D.C. MA. LETICIA SAUCEDO MENDIOLA %b
VOCAL Corafy e Af ‘,

TS

Durango, Dgo. Junio de 2018




La presente investigacion se realizO en el Laboratorio de
Genoprotedmica de la Facultad de Ciencias Quimicas (unidad
Durango) de la Universidad Juarez del Estado de Durango,
bajo la direccion y supervision de la D.C. Estela Ruiz Baca, y
en el Laboratorio de Biologia Molecular de Microorganismos
de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Autonoma de Querétaro, bajo la direccion de él D.C. Edgardo

Ulises Esquivel Naranjo.



AGRADECIMIENTOS Y DEDICATORIA

Agradezco al Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por haberme
otorgado una beca para realizar mis estudios de posgrado y por el apoyo de beca mixta
para realizar una estancia en la Universidad Autbnoma de Querétaro.

A la universidad Juéarez del Estado de Durango por haberme brindado la oportunidad de
cursar mis estudios de posgrado en la Facultad de Ciencias Quimicas.

Agradezco a mi comité tutoral, en especial a la D.C Estela Ruiz Baca, por su atencion,
direccion, amabilidad, apoyo, y asesoramiento a lo largo del proyecto.

Al equipo Schenckii, en especial a la M.B.M.C Bertha Cristina Calderon Barraza por su
gran colaboracién, apoyo, generosidad, amabilidad y por su gran amistad.

A la Universidad Autbnoma de Querétaro (UAQ) por permitirme la oportunidad de realizar
varias estancias en el Laboratorio de Biologia Molecular de Microorganismos.

Al equipo LAMIMO UAQ en especial al D.C Edgardo Esquivel Naranjo por su valiosa
colaboracion, Co-direccion y apoyo en este proyecto.

Gracias a mis profesores de maestria por sus ensefianzas guiadas a este proyecto a la
D.C Maribel Cervantes y D.C Leticia Saucedo. Agradezco su gran apoyo en uso de
equipo de laboratorio, al D.C Gerardo Anguiano, D.C Eda Guadalupe Ramirez, D.C
Norma Urtiz y D.C Marcelo Barraza.

Agradezco a todos mis amigos en especial a M.C Laura Anabel Paez Olivan, M.C Mireya
Lozano Morales e Ing. Orton Gabriel Medel Delgado, por su apoyo incondicional, su
invaluable amistad, y por creer en mi.

Un especial agradecimiento con mucho carifio al Ing. Jorge Morales Estrada por su
comprensioén, respeto, apoyo y confianza.

A mis comparfieros de maestria: Efrain, Liz, Sharon, Fer, Linyu e lvan, por su apoyo,
tiempo y ensefianzas.

Dedico el presente trabajo a mis padres, a mis hermanos y hermanas, a mis profesores
a quienes reitero mi agradecimiento y a todas las personas que colaboraron directa o
indirectamente con la realizacidén de este proyecto.



INDICE DE CONTENIDO

ABREVIATURAS Y ACRONIMOS ... uiiiiiiiiiisi i s sra s s s s s s s s s s s e e
INDICE DE FIGURAS .« sttt s s s s s rra s s s s s s s s s s s n s n s s n s nnn e s
LN L (O 3 N = I
L 1
N B I
[T Nl 330 0 11 o< o1 [ U
11 1= 0T 0] o1 8 o] 0 3] N
1.2 L] oo 1= ¢ T o] Fo Yo = VPPN
13 DiagnOStiCo Y tratamientO ... u i iresier s rr s e s s
14 Mecanismo de propagacion ¥ tranSmMiSiON ...ue i ieieiriiririr e e e
15 ST 0 ToT o T D =T o3 =T 11
IR 706 R 1V o T ¢ o ] (o Yo |- VPSPPI
1.6 Pared Celular fUNQiCa. . i s s a e s s ra s
0 20 A o L= g =
1.7 Proteinas de ChoQUE tEIrMICO..ciiiiii i e crr e e s rr e s e e e e n e e enenan
1.8 L3 o o = T] T o
08 T8 R O [0} = Tod [0 Y T o T T (=T - TR
R S VL= Toa (oY o £ o 1o Yo -
1.9 Transformacion genética €N NOMNQGOS . uiciiiiiiiiiii e v s s re e e e naanns
00 O B ST = g o T 1= o 1 =T oo o
LI AN IO I3 N I R
1. JUSTIFICACION. et eeeeeeeeiteeeeeae e e e s e e eeea e e e e e eaaaeeeeannseeannsseeannnsernnnssesnnnseennnnnsennnns
LT @ 1= TN 1 I LY 1
4.1 L@ 1= AV T =T L= o N
4.2 ODbjetiVOS ESPECITICOS ittt it iir e e s s s ar s ra s s e s s raranananrennnnns

V. MATERIALES Y METODOS

51
5.2
521
53
531
5.3.2
54

AVZ=Te3 o] e =N od Lol g - Yod o L g TN o 1 =Y e
Vector de expresion PUEDS......cccoiiiiiiirearararresea s sae s s s reass s s s rasnrensannsasnsarans

Condiciones de cultivo para extraccion de ADNY ARN.....ciiriiiiiiiniiecreee e,

© © 00 0 N o o b~ W DN P

S
A N B O



5.4.1 EXtracCion de ADN gENOMICO cuiuiuruieinrarurasrnserasssasasasssassrassasasasasaassansasnnn:
5.5 RetrotranSCriPCION (RT ) uuuiieeireireriererarararaeamrararassnsarasrararaesnsasasasssanssrasssansnrasnnns
5.5.1 EXtracCion de ARN . ..iuiiuiuieiiiiniiiii s s e
5.5.2  CONVErSION @ ADNC...uiiiuieiiiriie s rs s s s s s s resrn s ra s s e s sa s sa s s e sanansnsnnsnns
5.6 Amplificacion de un fragmento del gen hSP75. ...
5.7 LTSRN o L IR= o T U0 - VAP
5.8 Purificacion del producto de PCR.....ciiiiiiiiiiiice s re s s s s e s s s na e
5.9 Preparacion de células competentes quimicas y transformacion........c.cvveveveieninnne
5.10 Clonacion de un fragmento de 357 pb del gen hsp75 en el vector PGEM-T.............
5.11 Extraccion de ADN plasmidico de S. SChenCKiivcuaieieiiieiiiiiiiiiic i ereen s
5.12 Restriccién enzimética del fragmento de 357 pb del gen hsp75 clonado en el

R 2= 0T 01 1
5.13 Subclonacion del fragmento de 357 pb gen hsp75 en el vector de expresion

011000
5.13.1 Evaluacion de la orientacion del fragmento del gen hsp75 en el vector pUEQS........
VI RESULT ADOS. . ittt s s s s s s s s s s s m s n s s a s a s s a s s s s n s s s s ansnnnnn
VIl DISCUSIONES. .. ettt s s sr s s s s s s s s s s saa s a s s aa s st s aa s s sansansasamsnnnsansnnnens
VIILLCONCLUSIONES. ...ttt rsra s s s s s s s s s s s s a s na s a s s n s n s s nn s snnsnnsnns
QR o ST e L O Y T
X REFERENCIAS. .ttt r s s s s s s s s s s sa s n s s s s n s s aa s n s s sa s s s sansanansnnsnnsnsnn



ABREVIATURAS

°C Grados centigrados

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc Acido desoxirribonucleico complementario
ADNp Acido desoxirribonucleico plasmidico
AMT Agrobacterium tumefaciens

APE A Plasmid Editor

ARN Acido ribonucleico

AS Antisentido

ATCC American Type Culture Collection
BrEt Bromuro de etidio

DEPC Dietil-pirocarbonato

H Horas

Hph Gen de resistencia a higromicina
Hsp Proteina de choque térmico

IK Yoduro de potasio

kb Kilobases

kDa Kilodalton

kv Kilovolt

L Litros

LB Luria Bertani

M Molar

mg Miligramos

min Minutos



ml

mm

pb
PBS
PC
PCR
p/v
RNAI
RNAmM

nm

SiRNA

SIDA

VIH

YPG

e

Mililitros

Milimetros

Pares de bases

Solucion Buffer de fosfatos

Pared celular

Reaccion en cadena de la Polimerasa
Peso sobre volumen

Acido ribonucleico de interferencia
Acido ribonucleico mensajero
Revoluciones por minuto

Segundos

Acido ribonucleico de cadena simple
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
Voltios

Virus de inmunodeficiencia humana
Extracto de levadura—peptona-dextrosa

Microgramos



Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4

Figura 5

Figura 6
Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11
Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

INDICE DE FIGURAS

Estados de la Republica Mexicana que presentan esporotricosis.........

Especies pertenecientes al grupo SPOrothriX..eecverecveriverecrsrcerrcrereeenns

Morfologia de Sporothrix schencKii......cvcvuveiiiiiiiiiii e
Insercion de ADN exdgeno en un plasmido mediante el uso de enzimas
derestriccion ECORIY BamHI.....iueiiiiiiiiici s
Secuencia codificante del gen hSP75....v i
Mapa del VECIOr PGEM-T ... s e r s re s e e
Mapa del plasmido pUEO8 de expresion constitutiva.....cvcveveeverinarnnnens
Mapa del plasmido pUEO8 con el fragmento de 357 pb insertado en
orientacion antisentido, generado en el programa APE con un tamafio
(0 LI T G ] o P
Andlisis de laintegridad del ADN gendmico extraido de la fase micelial
de S. SCNENCKIT..iiiiiiiiiiii s s s n e e
Amplificacion de un fragmento de 590 pb del gen hsp75 a partir de ADN
gendmico de lafase micelial de S. sSChenCKii.o.oveeieircrireriririeieinrvneans
Cultivo del morfotipo micelial de S. schencKii...voveriovevicviriiiiricenienans
Evaluacién de integridad de ARN extraido de la fase micelial de S.
EST o3 =1 o1
Amplificacion de un fragmento de 357 pb del gen hsp75 a partir de
ADNCc sintetizado a partir de ARN extraido de la fase micelial de S.
LYo 1 =1 o1 P

Cultivo de células transformantes de E. coli DH5a con el vector

Evaluacién de ADN plasmidico extraido de 9 células blancas
ErANSTOIMANTES . utiiie i s a e
Evaluacién por duplicado de restriccion enzimética con Notl y BamHI

del ADN plasmidico extraido de dos cepas transformantes de

11

20

22

23

32

34

35
36

36

37

38

39



Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Cultivo de células transformantes de E. coli DH5a con el vector

Evaluacion de ADN plasmidico extraido de las 13 células
transformantes de E. COliuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiir e
PCR paraamplificacion del gen Hph ..o
Digestidon con las enzimas de restriccion Notl y BamHI a partir del ADN
plasmidico de las cepas trasformadas de E. coli DH5a con el vector
PUEO8 con el fragmento de 357 pb del gen hsp75 integrado..................
PCR a partir del ADN plasmidico de las cepas trasformadas de E. coli
DH5a con el vector PUEO8 con el fragmento de 703 pb del gen hsp75
LN C=To =T [ J PP
PCR a partir de ADN plasmidico de las cepas trasformadas de E. coli
DH50 con el vector PUEO8 con el fragmento de 420 pb del gen hsp75

=T 1= o o

42

43

44

45

46



Tabla 1
Tabla 2
Tabla 3

Tabla 4

INDICE DE TABLAS

Formas clinicas de eSPOrotriCOSIS. currarirarirarirrriraraererarrraennraranrarannas 2
Secuenciade oligonucledtidos generados .....oveveeerirrererernnrarrreeeans 21
Composicion de buffers empleados para la extraccion de ADN gendmico

(0 LIS T =Y o =T | 25
Oligonucledtidos empleados en PCR para verificar la orientacion del

fragmento hsp75 en el vector PUEDS........cciiiiiieiiiirierercerr e reeneraeeaae 33



RESUMEN

La esporotricosis es una micosis subcutanea cosmopolita causada por el hongo dimorfico
Sporothrix schenckii. Esta enfermedad tiene varias formas clinicas dependiendo de la
interaccion del microorganismo con el hospedero.

La adhesién de un patégeno a los tejidos del huésped es un paso esencial en
enfermedades infecciosas que conducen a la diseminacion del microorganismo. En S.
schenckii se ha descrito que esta interaccibn es mediada por glicoproteinas tipo
adhesinas presentes en la pared celular. Estudios de nuestro grupo de trabajo
identificaron una proteina de choque térmico de 75 kDa (Hsp75) se une a proteinas de
la matriz extracelular y la cual pudiera tener un papel relevante en los mecanismos de
patogenicidad y virulencia de este hongo.

En el presente trabajo se llevd a cabo la clonacion y subclonacion de un fragmento de
357 pb del gen que codifica para una proteina de choque térmico de 75k Da (Hsp75) de
la fase micelial de S. schenckii. Primeramente se amplificd y purificd el fragmento de 357
pb a partir de ADNc. Para la clonacion del fragmento de 357 pb se utilizé el vector de
clonacion mudaltiple pGEM-T y células de E. coli DH5a. Se obtuvieron colonias
transformantes de las cuales se seleccionaron 3 colonias blancas a las cuales se les
extrajo el ADNp con el cual se realizé digestion enzimatica con Notl y BamHI. En el
analisis de los productos de digestion se observé una banda de 3015 pb aprox.
correspondiente al vector pGEM-T y una banda de 357 pb aprox. correspondiente al
fragmento del gen de hsp75. Posteriormente el fragmento del gen hsp75 se corto6 del gel
de agarosa y se purifico para subclonarlo en el vector de expresion constitutiva pUEO8.
El vector pUEQS, contiene un cassette de resistencia a higromicina y cloranfenicol, un
sitio promotor de Trichoderma reesei y un sitio terminador de Aspergillus nidulans. Se
obtuvieron 13 células transformantes a las cuales se les realiz6 extraccion de ADNp y se
realizd PCR para verificar la presencia del gen hph de higromicina. observando que en
3 colonias se logré amplificar un fragmento de 1400 pb correspondiente al gen hph.
Posteriormente, se llevaron a cabo digestiones enzimaticas con Notl y BamHI

encontrando que dos cepas liberaron dos fragmentos, uno de 6100 pb correspondiente

\



al vector pUEOS8 y otro de 357 pb correspondiente al fragmento del gen hsp75. A las
cepas que presentaron el fragmento de 357 pb se les analizo la orientacion del fragmento
subclonado mediante digestion enzimética y PCR utilizando oligos especificos. Los
resultados nos indican que en las dos cepas transformantes analizas se subcloné el

fragmento de 357 pb del gen hsp75 en orientacion sentido.

Palabras clave: Esporotricosis, Sporothrix schenckii, Adhesinas, Hsp75.

VI



ABSTRACT

Sporotrichosis is a cosmopolitan subcutaneous mycosis caused by the dimorphic fungus
Sporothrix schenckii. This disease has several clinical forms depending of interaction of

the microorganism with the host.

The adhesion of a pathogen to the tissues of the host is an essential step in infectious
diseases that lead to the spread of the microorganism. In S. schenckii it has been
described that this interaction is mediated by adhesin type glycoproteins present in the
cell wall. Previous studies identified a heat shock protein of 75 kDa (Hsp75) binds to
proteins of the extracellular matrix and which could have a relevant role in the

mechanisms of pathogenicity and virulence of this fungus.

In the present work, the cloning and subcloning of a fragment of 357 bp of the gene coding
for a heat shock protein of 75 kDa (Hsp75) of the mycelial phase of S. schenckii was
carried out. First, the 357 bp fragment was amplified and purified from cDNA. For the
cloning of the 357 bp fragment, the multiple cloning vector pGEM-T and E. coli DH5a cells
were used. Transformant colonies were obtained, of those, three white colonies were
selected for pDNA extraction and enzymatic digestion with Notl and BamHI. In the
analysis of the digestion products, a band of 3015 bp was observed and corresponded to
the vector pGEM-T and a band of 357 bp that corresponded with the fragment of the
hsp75 gene. Subsequently, the hsp75 gene fragment was cut from the agarose gel and
purified to subclone into the constitutive expression vector pUEO8. The pUEQ8 vector
contains a resistance cassette to hygromycin and chloramphenicol, a Trichoderma reesei
promoter site and an Aspergillus nidulans terminator site. Thirteen transformant cells
were obtained and pDNA extraction were performed. PCR was performed to verify the
presence of the hygromycin hph gene. We observed that in 3 colonies a fragment of 1400
bp corresponding to the hph gene was amplified. Subsequently, enzymatic digestions
with Notl and BamHI were carried out, finding that two strains released two fragments,

one of 6100 bp corresponding to the pUEQ8 vector and another of 357 bp corresponding
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to the fragment of the hsp75 gene. Strains that presented the 357 bp fragment were
analyzed for orientation of the 357 bp fragment by enzymatic digestion and PCR using
specific oligos. The results indicated that in the analysis of two transformant strains, the
357 bp fragment of the hsp75 gene was subcloned in sense orientation.

Key words: Sporotrichosis, Sporothrix schenckii, Adhesins, Hsp75



INTRODUCCION

1.1 Esporotricosis

La esporotricosis es una micosis subcutanea causada por el hongo dimérfico Sporothrix
schenckii. Esta enfermedad tiene varias formas clinicas (Tabla 1), hasta ahora, no hay
pruebas cientificas claras que puedan explicar la aparicion cutanea diseminada y/o
formas extracutaneas de esporotricosis en pacientes inmunocompetentes (Lima et al.,
2001). Estas observaciones clinicas indican que ademas del historial inmunoldgico del
huésped, otros factores asociados con el patégeno pueden deteriorar las
manifestaciones clinicas de esta enfermedad, tales como factores de virulencia (es decir,

adhesinas) y moléculas antigénicas (Lopes-Bezerra et al., 2006).

Aungue la via de entrada del hongo es generalmente por inoculacidon cutanea, en
ocasiones es por via inhalatoria causando una neumonititis granulomatosa con
frecuencia cavitada. También puede haber diseminacién hematdgena con posterior
localizacion osteoarticular, en el sistema nervioso central, aparato genitourinario y 0jos,
en el huésped inmunocompetente o enfermedad multifocal en el huésped

inmunodeprimido (Barros et al., 2011).

La esporotricosis se distribuye actualmente por todo el mundo, especialmente en las
zonas tropicales y subtropicales. La infeccién se produce generalmente por inoculacion
traumatica de suelo, las plantas y la materia organica contaminada con el hongo. Ciertas
actividades de ocio y ocupacionales, como la floricultura, la agricultura, la mineria y la

explotacion de madera, se asocian tradicionalmente con la micosis (Barros et al., 2011).



Tabla 1. Formas clinicas de esporotricosis (Carrada, 2012).

ESPOROTRICOSIS

e furunculoide

CUTANEA MUCOSAS EXTRACUTANEA ESPOROTRICOSIS-
INFECCION
-Linfocutanea -Ocular -Osteoatrticular y | Sin lesiones aparentes
-Fija o localizada: - Nasal tendinosa
. - Pulmonar

e nodulopapular | - Faringea uimona

e ulcerosa - Meningea

* \verrucosa - Diseminada

1.2 Epidemiologia

La esporotricosis presenta amplia distribucion mundial; en el continente americano los

paises con mayor endemicidad son El Salvador, Uruguay, Colombia, Venezuela, México

y Brasil (Munguia et al., 2007).

En la Republica Mexicana ocupa el primer lugar entre las micosis subcutaneas, después
del micetoma. Dos entidades federativas han registrado el mayor niumero de casos
confirmados: la Ciudad de México y Jalisco, seguidos por Guanajuato (Acambaro y
Dolores Hidalgo). Otro foco endémico principal se encuentra en la Sierra Norte de Puebla
(Huachinango, Necaxa, Xicotepec de Juarez), extendiéndose por los valles y cafiadas
de la Sierra Madre Oriental por Hidalgo y Veracruz (las Huastecas), ademas del Estado

de México, Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Nayarit, San Luis Potosi, Zacatecas y

Querétaro (Fig. 1)(Carrada, 2012).




Figura 1. Estados de la Republica mexicana que presentan esporotricosis (Carrada, 2012).

1.3 Diagnostico y tratamiento

El diagnéstico se confirma por cultivo e identificacién del hongo. El aislamiento de S.
schenckii se obtiene facilmente después de la extension de las muestras clinicas en agar
Sabouraud con cloranfenicol y en medios con cicloheximida. Después de 5 a 7 dias de
incubacion a 25 °C, comienzan a crecer colonias hialinas filamentosas, y después de
algun tiempo, pueden desarrollar un color oscuro, por lo general en los centros de las
colonias (Murray, 2006; Bonifaz, 2010).

Otro método especifico y rapido es el de la inmunofluorescencia directa, que se aplica
a impresiones de biopsias de tejidos afectados 0 a extensiones de esputos y lavajes
bronquiales. En pacientes con esporotricosis extracutaneas son de utilidad las pruebas
serologicas (aglutinacion del latex, inmunodifusion, inmunofluorescencia indirecta). Las
pruebas seroldgicas tienen el inconveniente de que los anticuerpos pueden tardar en
establecerse o desaparecer después de un tiempo, a pesar de que la enfermedad
persista (Pluss-Opal, 1986).



Para el tratamiento de la forma cutanea se puede usar yoduro de potasio (IK) por via oral.
El IK tiene sabor metélico y es mas agradable cuando se toma con zumos, leche o
bebidas carbonatadas. Los efectos indeseables incluyen nauseas, anorexia, diarrea,
sialorrea, aumento de la glandula parotida o lacrimal y erupcion acneiforme. Estos

efectos pueden disminuir con la reduccion de la dosis o con el cese temporal de la terapia.

En los casos extracutaneos se obtuvieron buenos resultados con ketoconazol e
itraconazol, o con el nuevo triazol oral, el saperconazol. El tratamiento con este ultimo
antimicético requiere una dosis de 100 a 200 mg diariamente por un plazo de 3,5 meses
(Franco et al., 1992).

1.4 Mecanismo de propagacion y transmision

La transmision se produce principalmente por inoculacion del hongo S. schenckii en la
piel mediante pinchazos o arafiazos con objetos contaminados como: plantas espinosas,
paja, astillas, herramientas, etc. También por arafiazo, picadura o mordedura de
animales como los gatos, perros, loros, insectos, armadillos, espinas de pescado
(zoonosis). La esporotricosis felina es notoria por su potencial de transmitir la infeccién
al hombre. Los gatos (generalmente machos) pueden tener entre las ufias restos
vegetales con el hongo y transmitir la infeccion a otros gatos cuando pelean. Tambien se
puede dar por contaminacién de heridas con el suelo o elementos contaminados, como

ropa o herramientas de trabajo (Carrada, 2012).

Otra via de penetracién del hongo es la aerégena, por inhalacién del hongo, que es
responsable del pequefio niumero de casos de esporotricosis pulmonar que se ha
descrito (Acha-Boris, 2001).

En los ultimos afos, la incidencia de las infecciones causadas por S. schenckii, han
tenido un significante incremento, la esporotricosis ha sido reportada como una micosis
emergente debido a la amplia prevalencia en pacientes con terapias inmunosupresivas,

SIDA, cancer y alcoholismo (Lopes- Bezerra et al., 2006).



1.5 Sporothrix schenckii

S. schenckii es un hongo patdgeno de humanos y animales, se le atribuye ser la causa
de esporotricosis (Costa et al., 2008). Perteneciente al reino fungi, es un organismo
eucariote heterotrofo sin movilidad que presenta quitina en su pared celular. Durante
varios afios, este hongo se incluyé en la divisibn Eumycetos, subdivision
Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Moniliales y familia Moniliaceae. Este
hongo se caracteriza en la divisibn Ascomycota, clase Pyrenomycetes, orden

Ophiostomatales, y la familia Ophiostomataceae (Barros et al., 2011).

Marimon et al. (2006) en su investigacion sobre la base fenotipica y genotipica del
complejo Sporothrix, sugieren que S. schenckii no debe considerarse la Unica especie
gue causa esporotricosis, ya que existen otras especies pertenecientes al complejo como
(i) S. globosa, un hongo distribuido Mundial; (ii) S. brasiliensis, la especie relacionada
con la epidemia zoonética de esporotricosis en Rio de Janeiro, Brasil; (iii) S. mexicana,
limitada a México; y (iv) S. albicans (pallida). Diferenciandose de S. schenckii
principalmente en la forma tisular por la produccién de células grandes, a menudo
septadas en ciernes, incapaces de asimilar creatinina o creatina, ademas las dos ultimas
especies (S. mexicana y S. albicans) se caracterizan por su incapacidad infecciosa (Fig.
2) (Marimon et al., 2006)

S. schenckii

S. brasiliensies
Complejo /

S. globosa

Sporothrix \
S. pallida (albicans)

S. mexicana

Figura 2. Especies pertenecientes al complejo Sporothrix; en azul se muestran las especies
causan infeccién en humanos y animales; en negro las especies con incapacidad infecciosa.
(Barros et al ,. 2011).



1.5.1 Morfologia

S.schenckii es un hongo dimorfico, se desarrolla de forma distinta en funcion de la
temperatura de crecimiento, en forma de levadura a 37°C en tejidos animales o humanos

y como hongo filamentoso a 25°C en la naturaleza (Lopes-Bezerra et al., 2006).

En el morfotipo micelial forma colonias, inicialmente claras, himedas o levaduriformes,
gue posteriormente se convierten en colonias duras y arrugadas de color marrén o negro
en su totalidad o por zonas. Microscopicamente se observan hifas finas, hialinas,
ramificadas, septadas con conidiéforos con conidios ovoides o piriformes, que se

agrupan en forma de ramillete o de pétalos de margarita (Fig. 3A).

En el morfotipo levaduriforme forma colonias cremosas, glabras, blanco amarillentas. Las
células tienen diferentes formas (oval, lagrima, forma de cigarro) con varias gemaciones
(Fig. 3B). En muestras procedentes de lesiones humanas es caracteristico el fenomeno
de cuerpo asteroide en el que se observa una disposicion radial de las levaduras, con-

céntricas unas de las otras (Fig. 3C) (Lopes-Bezerra et al., 2006).

Figura 3. Morfologia de S. schenckii. A) Se observan hifas ramificadas y tubulares (1-2 um de
diametro), recargadas con microconidos en forma de un «matraz invertido y triangular» B)
levadura redondeada de color rojo brillante, (flecha) dentro de micro area necrotica. C) cuerpo
asteroide con micro clavas periféricas radiales (Carrada, 2012).



La morfogénesis en hongos dimorfos ha sido investigada desde varios puntos de vista,
principalmente a nivel de pared celular, con el objetivo de determinar los mecanismos de
transicion morfolégica y la formacion de células (Previato, 1979). Dada su localizacion
en el exterior de la célula, la pared es el primer lugar de interaccion con el hospedador,
jugando un papel muy importante en el desarrollo de la accidén patégena fungica (Ponton,
2008).

1.6 Pared Celular Fangica

La pared celular de los hongos es una estructura con gran plasticidad, que da forma a la
célula, controla la permeabilidad celular y protege a la célula de los cambios osméticos.
Ademas de estas importantes funciones, constituye el lugar de interaccién con el medio
externo, localizandose en ella componentes de la superficie celular y un gran nimero de
receptores que tras su activacion, desencadenaran una compleja cascada de sefiales en
el interior de la célula. La pared celular es una estructura esencial para los hongos y su
eliminacién o los defectos en su formacion tienen efectos profundos en el crecimiento y
la morfologia de la célula fungica, pudiendo causar la muerte celular por lisis. Dado el
papel vital que la pared celular juega en la fisiologia de la célula flungica, puede
considerarse el talén de Aquiles de los hongos y por tanto, una diana muy importante

para la accion de los farmacos antifiingicos (Pontén et al.,2008).

Las interacciones fisicas de los microorganismos patégenos de plantas y animales con
el hospedero, se presenta a nivel de la superficie celular. En el caso de bacterias y
hongos, los constituyentes protéicos de la pared celular del patégeno involucrados en

dicho proceso, son denotados comunmente como “adhesinas” (Bernal et al., 2009).



1.6.1 Adhesinas

El reconocimiento de las células epiteliales se realiza a través de manoproteinas de
superficie (adhesinas) que se unen a receptores que contienen carbohidratos (lectinas).
No se ha estudiado la adherencia de hongos a células de mamiferos en la misma medida
gue la adherencia bacteriana. La mayoria de los experimentos sobre adherencia fungica
se ha hecho con C. albicans. La evolucion de este organismo como comensal de los
seres humanos probablemente resulté en su capacidad para colonizar las células
epiteliales de la mucosa y seleccionar otros atributos que promuevan su invasion
(Sturtevant-Calderone,1997). Las proteinas de la pared celular que median esta
adhesién son consideradas un factor de virulencia. Ramirez et al. (2015) reportaron que
proteinas multifuncionales también denominadas “moonlight” que se localizan en la
pared celular en especies de Candida juegan un papel importante para que las especies
de Candida se adhieran y colonicen células huésped, ademas de adaptarse a especies
reactivas de oxigeno (ROS) generadas por células fagociticas del huésped humano.
Entre las 15 proteinas multifuncionales descritas por Ramirez et al. (2015) se
identificaron dos proteinas de choque térmico Ssbl y Ssa2 a las cuales se les atribuy6

funciones como interaccion con el hospedero y respuesta a estrés.

1.7 Proteinas de choque térmico

Las proteinas del choque térmico (Hsp) constituyen una familia que se encuentra en
forma constitutiva en todas las células procariotas y eucariotas. Cumplen diversas
funciones fisioldgicas: colaboran en la adquisicion de la estructura terciaria de las
proteinas en formacion, interviniendo en su ensamble, translocacion y secrecion asi
como también en la degradacion o reparacion de proteinas anormales, actuando como
chaperonas moleculares. Cuando las células son sometidas a distintos estimulos como
el estrés del choque caldrico, radiaciones, diversas drogas, infecciones virales, etc., las
Hsp se sobreexpresan. De esta manera confieren proteccion a las células, volviéndolas

resistentes a la apoptosis (Coronato, 1999).



Estudios recientes de nuestro grupo de trabajo han logrado identificar una proteina de
choque térmico de 75 kDa (Hsp75) de pared celular de S. schenckii con afinidad a
Fibronectina, Laminina y Colageno tipo Il. Ademas se demostré que la Hsp75 se
encuentra glicosilada al presentar afinidad a la lectina de Concanavalina A (Con-A)
(Salas-Leal, 2014). Estos resultados nos sugieren que la Hsp75 pudiera tener un papel
relevante en los procesos de adhesion a las células huésped del hongo. Sobre esta base,
nuestra meta prioritaria en esta propuesta es clonar y subclonar en orientacion
antisentido un fragmento del gen hsp75 en el vector de expresion constitutiva pUEQOS el
cual se utilizara para llevar acabo el silenciamiento de este gen en el hongo S. schenckii.
A las células transformantes que presenten el gen hsp75 silenciado se caracterizara su
fenotipo para determinar el papel que juega esta proteina en los mecanismos de
adhesién de este hongo y si pudiera ser un proteina blanco para desarrollar alternativas

potenciales de tratamiento contra esta micosis.

1.8 Clonacion

1.8.1 Clonacion bacteriana

Desde el descubrimiento de Escheriquia coli (E. coli) como el hospedero mas préactico
para la introduccién de ADN foraneo, se ha implementado como el sistema mas comun
en el campo de la genética y de la biologia molecular (Yoshida et al., 2009). En algunos
estudios otras especies bacterianas como Haemophilus influenzae y Streptococcus
pneumoniae (Wagoner et al., 2004; Battig et al., 2008; Yoshida et al., 2009), han sido
consideradas blanco de uso para clonacién y expresion de recombinantes, no obstante
se determind que no poseen la misma habilidad de E. coli para introducir y clonar ADN

exdgeno.

Para la clonacién en una bacteria es necesario realizar el proceso de trasformacion, el
cual puede realizarse mediante varios métodos como transformacioén quimica, térmica,
electro transformacién y transformacion biolistica (Yoshida et al., 2009). Generalmente
el proceso de transformaciéon en bacteria se lleva a cabo por choque térmico y

electroporacién donde las células son sometidas a choques eléctricos con voltajes que
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varian segun el tipo celular; este método es ampliamente utilizado debido a que requiere
pocos pasos y ofrece mas facilidades frente a otras técnicas (Current Protocols In

Molecular Biology, 2003).

Clonar implica introducir un fragmento de ADN en un vector. Los vectores de clonacion,
deben permitir la insercién de un fragmento de ADN extrafio y ser capaces de replicarse
normalmente dentro de la bacteria. Los pladsmidos tienen la capacidad de autorreplicarse
y son elementos génicos factibles de ser transferidos entre bacterias e introducidos en
una cepa deseada, por lo tanto constituyen buenos vectores de clonacion (Watson et al.,
1998).

1.8.2 Vector de clonaje

El principio de la clonacion en biologia molecular consiste en insertar un segmento de
ADN extranjero en una molécula pequefia capaz de replicarse automaticamente. A ése
tipo de molécula de ADN se lo denomina vector de clonaje.

Los plasmidos son excelentes vectores de clonaje. Puede ser "cortado" con una o dos
enzimas de restriccion o puede incorporarsele un fragmento de ADN que ha sido
previamente cortado usando las mismas enzimas de restriccion (Fig. 4). Los plasmidos
asi modificados se los denomina plasmidos recombinados. En éste estado, se los

introduce entonces en una bacteria donde seran replicados (Barcia-Macay, 2005)..
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Figura 4. Inserciéon de ADN exdgeno en un pladsmido mediante el uso de enzimas de restriccion
Eco Rl y BamHI (Barcia-Macay, 2005).

1.9 Transformacion genética en hongos

Una de las estrategias mas efectivas para determinar la funcion biolégica de una proteina
es examinar el fenotipo de organismos que contienen mutantes en el gen codificante de
la misma. Una via de estudio puede ser aislar mutantes nulas mediante el escrutinio de
una coleccion previamente obtenida por mutagénesis o si es posible mediante la

interrupcion del locus de interés utilizando casetes apropiados (Jiang et al., 2013).

La manipulacion genética molecular de microorganismos requiere el desarrollo de
sistemas de transformacién mediados por plasmidos que incluyen: (i) la infusién de ADN
exdgeno en células receptoras; (i) la expresién de los genes presentes en el ADN
entrante; y (iii) el mantenimiento y la replicacion del ADN insertado estable, conduce a la

expresion de la caracteristica fenotipica deseada (Ruiz-Diez et al., 2002).

En patrticular, los hongos filamentosos resultan ser sistemas muy atractivos para aplicar
metodologias de transformacion. El aislamiento de marcadores genéticos para la

construccion de vectores de hongos y la caracterizacion de la transformacion genética
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son requisitos indispensables para el desarrollo de sistemas de clonacion en estos
organismos. Los primeros reportes de transformacion de hongos filamentosos surgieron
en 1979 cuando se introdujo ADN dentro de protoplastos de Neurospora crassa (Buxton
et al., 1983). La transformacion genética es una alternativa para el conocimiento de
genes involucrados en la patogenicidad de los hongos. A la fecha se han transformado
algunos hongos utilizando técnicas que incluyen tratamientos por medio de agitacion con
perlas de vidrio, electroporaciéon protoplastos , biobalistica, Agrobacterium tumefaciens

(AMT) vy transformacion a través de ondas de choque entre otros (Acosta et al., 2011),.

1.10 Silenciamiento génico

Las técnicas generales de silenciamiento génico son aquellas capaces de impedir la
expresion de un gen enddgeno con independencia de su secuencia constituyen
procedimientos habituales de mutacion inespecifica empleados convencionalmente en
la obtencion de mutantes afectados en diversos procesos enzimaticos (Burraco, 2005).
Entre las técnicas de silenciamiento que hacen uso de la secuencia del gen que se busca

inactivar pueden destacarse las siguientes:

1) ARN antisentido: consiste en la sintesis de un ARNm complementario al del gen
cuya expresion se desea inactivar. Esto puede llevarse a cabo mediante la fusion
transcripcional de un promotor constitutivo con el ADNc antisentido del gen que
se busca inactivar.

2) Otra alternativa pasa por la secuencia de la region transcrita o por la expresion
simultanea de ARNs sentido y antisentido. Esta técnica parece conllevar su
integracion en una ruta general de degradacion de ARN bicatenario responsable
de los fendmenos de silenciamiento postranscripcional (Burraco, 2005).

3) “RNA interferencia” que consiste en introducir en la célula pequefios fragmentos
de ARN de doble cadena (siRNAs) o secuencias de ADN disefiadas para

generarlos. (Vila et al., 2009).
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Estudios por Rodriguez et al., (2011) reportaron el uso de tecnologia RNAI para
silenciar la expresion del gen sscmkl en S. schenckii. Los transformantes fueron
incapaces de crecer como células de levadura a 35 °C mostrando disminucion de la
tolerancia a esta temperatura. Este estudio constituye el primer reporte de

transformacion y silenciamiento de genes de S. schenckii.
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ANTECEDENTES

La adhesion de un patégeno a los tejidos del huésped es un paso esencial en
enfermedades infecciosas que conducen a la diseminacién del microorganismo. Estudios
previos han descrito la interaccion entre S. schenckii con proteinas de la matriz
extracelular (ECM). Lima et al. (1999) demostraron que existen diferencias entre las
fases morfoldgicas de conidios y levaduras en la capacidad de unién a proteinas de ECM
como entactina, fibronectina (FN), laminina, colageno tipo | y colageno de tipo 1V, las
cuales estan involucradas en la adhesién de algunos hongos patégenos como C.

albicans, A. fumigatus, Blastomyces dermatitidis, H. capsulatum.

Las interacciones de los microorganismos patdégenos con el hospedero, se presentan a
nivel de la superficie celular. En el caso de los hongos patdégenos, los constituyentes
proteicos de la pared celular involucrados en dicho proceso, son denotados comunmente
como “adhesinas” (Bernal et al., 2009). Por ejemplo, el patégeno oportunista C. albicans
(agente causal de la candidiasis), se le han caracterizado las siguientes adhesinas: 1)
Manoproteinas de diferente peso molecular (30, 55, 58 60, 66, 70, 130 y 165 kDa) que
median la union a proteinas de la matriz extracelular ; 2) INT1p: Adhesina involucrada en
la adhesion a epitelios; 3) La proteina de pared micelial Hwpl y la proteina de adherencia
extracelular Eapl. Para H. caspsulatum, agente causal de la histoplasmosis, fue
reportado una adhesina tipo lectina (50 kDa) de unién a laminina Fonsecaea pedrosoi
(agente causal de la cromoblastomicosis) posee una adhesina tipo lectina de 50 kDa que
reconoce manosa (Bernal et al., 2009).

En S. schenckii se ha estudiado una glicoproteina de 70kDa (gp70) aislada de la pared
celular de la fase de levadura. El glicopéptido purificado tiene un punto isoeléctrico (pl)
de 4.1, y aproximadamente 5.7% de su masa molecular se compone de N-ligados a
glicanos. Esta glicoproteina tiene una distribucion uniforme en la superficie de la célula
fungica y se ha demostrado que participa en la adhesion a la matriz dérmica extracelular
de cola de raton (Ruiz-Baca et al., 2009). Otros estudios han demostrado que gp70 tiene

afinidad a la proteina de Fibronectina (Castro et al., 2013).
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En ciertos hongos, el cambio en la temperatura desde 25° a 37 °C se asocia con intensos
cambios morfoldgicos resultantes de micelio a la transicion levadura (Jefferson et al.,
2011). Por otra parte, este fendmeno inducido por el calor se acomparfia de una respuesta
de choque, que a su vez da lugar a cambios en varios procesos metabdlicos, que
involucra la sobreexpresion e implica la sintesis de un conjunto de proteinas, conocidas
bajo el nombre de Hsp (Heat shock proteins) o proteinas anti-estrés. Las proteinas Hsp
pertenecen a una familia que se encuentra, en su mayor parte, en forma constitutiva en
todas las células eucariotas y procariotas. Frente a determinadas agresiones
ambientales, los organismos reaccionan con un mecanismo de defensa celular que
involucra la sobreexpresion de estas proteinas y la induccién de otras, de la misma
familia, que no son constitutivas. Su funcién es minimizar los dafios producidos por el
estrés. Las células en cultivo responden de manera similar a cambios en su medio
ambiente habitual o situaciones de estrés, iniciAndose una respuesta que implica la

sintesis de Hsp o proteinas anti estrés (Coronato et al., 1999).

Estudios en hongos patégenos como Cryptococcus neoformans han demostrado la
presencia de Hsp por inmunofluorescencia en su superficie celular la cual han asociado
con la interaccion del hongo con las células del hospedero (Chaffin, 2008; Silveira et al.,
2013). En H. capsulatum se ha demostrado que una Hsp recombinante Hsp60 inhibe la
union de la fase levaduriforme hacia células ovaricas de hamster (Long et al., 2003).
Estos resultados nos muestran la relaciéon de Hsp con la adhesioén a células hospederas.
En el hongo P. brasiliensis una Hsp encargada de la regulaciéon del cambio dimérfico que
participa como chaperona presente en la mitocondria del hongo también se encuentra
en la pared celular pero no se ha demostrado su participacibn como molécula de
adhesion (Batista et al., 2006).

Estudios recientes de nuestro grupo de trabajo han logrado identificar una proteina de
choque térmico de 75 kDa (Hsp75) de pared celular de S. schenckii con afinidad a

Fibronectina, Laminina y Colageno tipo Il. Ademas se demostré que esta glicosilada al
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presentar afinidad a la lectina de Concanavalina A (Con-A) (Salas-Leal, 2014). Estos
resultados nos sugieren que Hsp75 pudiera tener un papel relevante en los procesos de
adhesioén a las células huésped del hongo. Sobre esta base, nuestra meta prioritaria en
esta propuesta es clonar y subclonar en el vector de expresion pUEO8 en orientacion
antisentido un fragmento de 357 pb del gen hsp75. Este vector se utilizara para llevar
acabo un silenciamiento génico y determinar de esta manera el papel que juega esta
proteina en los mecanismos de patogenicidad de este hongo y si pudiera considerar ser
un proteina blanco para desarrollar alternativas potenciales de tratamiento contra esta

micosis.

16



JUSTIFICACION

En las ultimas décadas, las enfermedades relacionadas con S. schenkii han ido en
aumento sobre todo en pacientes inmunocomprometidos. Las proteinas tipo adhesinas
de la pared celular fungica han sido consideradas como factores de patogenicidad y
virulencia. Estudios recientes del grupo de trabajo han logrado identificar una proteina
de choque térmico de 75 kDa (Hsp75) de la PC de S. schenckii afin a proteinas de la

matriz extracelular.

En base a estos antecedentes, en la presente propuesta se pretende clonar y subclonar
en antisentido en el vector de expresién constitutiva pUEO8 un fragmento de 357 pb del
gen hsp75 de la fase micelial de S. schenckii. Con este vector posteriormente se utilizara
para hacer silenciamiento génico de la Hsp75 y determinar si esta proteina juega un

papel relevante en los mecanismos adhesion de S. schenckii.
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OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Clonar y subclonar en el vector de expresion pUE08 un fragmento de 357 pb del gen
gue codifica para una proteina de choque térmico de 75 kDa (Hsp75) de la fase

micelial de S. schenckii.

4.2 Objetivos especificos

1) Extraer ARN y sintetizar ADNc a partir de la fase micelial de S. schenkii
2) Amplificar un fragmento de 357 pb del gen hsp75 y clonarlo en el vector pGEM-T.
3) Subclonar en antisentido el fragmento de 357 pb del gen hsp75 en el vector de

expresion pUEOQS.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cepas
Se utilizo la cepa ATCC 58251 de S. schenckii y la cepa de E. coli DH5a.

Para cultivar el hongo, se utilizd6 cajas con agar YPG, el cual contiene: extracto de
levadura 0.3%, peptona de caseina 1%, dextrosa 2%, agar 2%, pH 4.5. Las cajas se
inocularon con una suspension de esporas y se incubaron 10 dias a una temperatura de
28°C.

Para el crecimiento y la propagacion de la cepa DH5a de E. coli, se empled el medio
Luria-Bertani (LB) (Millar, 1972), el cual contiene (p/v): extracto de levadura 0.5%,

peptona 1%, NaCl 0.5%, agar (en caso de medio solido) 2%.

5.2 Oligonucleodtidos

5.2.1 Disefio de oligonucleétidos

Se realizé un andlisis de la secuencia codificante del gen hsp75, donde se reconocieron
las regiones exonicas e intronicas (Fig. 5). Se definieron las secuencias de los
oligonucledtidos directo (Hsp75F) y reverso (Hsp75R ) para amplificar un fragmento de
357 pb del gen Hsp75. Al oligonucleétido Hsp75F se le adicion6 en el extremo 5un sitio
de reconocimiento para la enzima de restriccion BamHI. Ademas, se disefid un
oligonucledtido directo de la region del promotor pKi1 (Trichoderma reesei) y un
oligonucleétido reverso disefiado en la seccion del terminador Ttrpc (Aspergillus
nidulans), ambos utilizados para poder detectar la presencia del vector en el genoma de
S. schenckii. Ademas se disefiaron oligonucleétidos directo y reverso para la

amplificacion del cassete de resistencia a higromicina (hph) (Tabla 2).
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TCARATCAAGIIIGCCEARGARG TCTAC GAC G5 TECGATC GG TATCGAT CTGEETATGTTGITITT . .
TETTCTTETCETCeTCECCACCEC T T T TE TCCCAT O TCETAATCRRCGACCTCARCCTOGTCOTE l Regidn Exdnica
BATETCEACETCTTEeT TRATATCGCTGECAGECATCCTCTCCETCETCATTCGTCCACATCTARS
TCRCTCTCCACABSCACCACCTACTCETECET TECCACC TACGAGGECAGCAATGTOGAGATCATT
BCCRACGAGCAGEETAGCTTCACCACCCCTTCETTCET TTCCTTCACCOAGEAGEAGCECCTEATE

GECAAGECC A CARGARCCAGGOEGCCATGAAC CCGGCCARCACEGTCT TCGATGTCARGTAGETT I Regidn intrénica
RO CTEaAT e e T T e T EeaeTATAC TGO TET OO TECCAT CACAT COCCTARCACGCTEETTE
AGGCGCCTEATCGECCEEAGAT TCRACGACCCEACGETCANGANGGACETIGAGTCETGECCTTIC

ARGGTCAT AR CEAGEECARC OO ARG ST ECAGE TCEAG TACC TG ECABCACOCACACETTC
EGCCGCARGAGATCTCEECCATGETCCTGACCARGATGAAGGAGAT TGCCEAGGTCARGATCEEC ' Codén de inicio
ARGAAGET A GARGECTETCATCACEE TCCCEGECCTAC T TCANCGRCAACCAGCEOCAGTCRACT

ARGGACECCEETEO AT TECEEECCTCARCGTCCTGCGCATCAT CARCGAGCCCACCBOCGETECE
ATTGCCTACGETCIEEECTCEaGCAASTCCECCARGGAGCBCANCGTCCTGATCTACGATCTEEES
BECEACACETTCEATETCTCeCTECTEAACA T COAGGECEECETCTTCACCETCARGEOCACEECSE .
GECAACACCCATCTEEECEECCAGGACT T TEACAC CARCC TECTCGAGCACTECARGARGEACTTT l Codédn de término
GCCCOCAAGACEAR GARGEACCTEEECAACGACECCOG0E0CCTRCECOETCTGOECACEEOETES
GRECOTECCARGOECACECT G TCCAGCGECACCCAGGCCACCATTRAGATCSACTCECTCTTIGAS
GGCGAGGACTTCTORCTBCAGATCACCOGCECCCGCT TCGAGGAGC TRRAACAGCACCOBOCTICARS . .
GECRCCCT Ao e T e ECCCAGE T CC TCAAGGAC GO O TAT COAGAAGEEOECCGTOGACEAS D Uilgnnuduutldns
ATTGTCCTEETOaETEECICCACCOBCATCCCCCGCATCOAGANGC TECTGAGCEACTTCTICARS
GECARGAAGCTCEAGARGAGCAT CAACCCOGACEAGGCCETCECC TACAEOECCECOETOCARECE
GECATCCTETCEGECARGECTACCTCEGCCEACACCECCEACCTECTECTECTCEATETCGTCCCE
CTGTCACTEEETETOACCATGEAGGECARCATC TT TRCCCCCGTORTROCCCECEECACCACCETE

O TACCCT GARGAR GO TARSTTCCTGCCT TTCCTAT TOCCCCBaATGAGACCCACTTTTATCCS

ARATGGCCCRCTTITC I TIT T TGCATCACASCATCACGAATTTTGGGTTTITTGCARTTCTGICEA

CATTCoCCAGCT O T T TOETCET T ECTAACT BCTTACARATCARAR S TCATTCACTACSETCTCA
GACARCCAGEEACARGTCAATTTCCC TG TCTAT CARGGCGAGCECGTCART TECGAGEACAACACS
TCRCTGEECEARTTTACECTGECECCEATCCCECCGATGOGCGCTRETGAGCOGECTCTRRAGETC

GTTT TCGAGETEEACETCAACEETATCCTCAMGET GACGECCACEERARAGACCTCEEEC0GCAGE
GCCARCATCACGATCAGCAACTOBGTCGECAMGCTRTCETCGACGGAGATTGAGAAGATEATIGES
GAGGCCGAGEAGTTCARGACCARGEACGAGECETTCAGCARGCEC T TOGAGECCARGCABCASCTE

GAGTCGTACAT TAGCOECETCEAGEACATCETC TOGGACCOGACCC TR TCECTGARGCTEOGECES

GECCA ARG EACAR AT OEAGCASTCOC TGRS EAGGCCATEECCCAGCTCEAGATTCASGACTCS
TCCGCCGAGEACCTEARGAAGARGEAGCTEECCCTCAAGAGACTCETCACCANGECCATETCCCAS
codeceoceeecTITTGEAGCCTTTGTTGAGT CEGACGETGCET TEGARGCAGT TCTTEAALG

Figura 5. Secuencia codificante del gen hsp75 . En rojo semuestra la region exdnica, en negro
la region intronica; en verde el coddn de inicio; en naranja el codon de término; en amarillo se
marcan los oligonucleotidos disefiados.
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucleétidos generados.

Oligos

Hsp75-F

Secuencia blanco

hsp75

Secuencia

5'ggatcCAAGATGGCCGAAGAAGTCTACY

Caracteristica

Directo con un sitio

BamHI
Hsp75-R hsp75 5GAGAACGTGTGCGTGCTGC? Reverso
Ppkil-F |Promotor del gen pkil 5AAGCTTAGCGCTCAACTCAATGCC 3’ Directo
TtrpC-R Termi”i?;’é del gen 5GGTACCTGTGCATTCTGG 3 Reverso
Hym-F hph 5'"CTATTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCTG 3 Directo
Hym-R hph 5GATCGACGTTAACTGATATTGAAGGAG'3 Reverso

5.3 Plasmidos

5.3.1 Vector de clonacion pGEM-T

El vector de clonacién pGEM®-T Easy Vector Systems promega (Fig. 6) es un sistema

conveniente para clonar productos de PCR generados por ciertas polimerasas

termoestables. Estas polimerasas a menudo afiaden una sola desoxiadenosina, de una

manera independiente de la plantilla, a los extremos 3 'de los fragmentos amplificados.

Este plasmido cuenta con 3 caracteristicas importantes:

1. T-terminales para una facil clonacion por PCR. El pGEM-T es un vector linearizado

con un Unico timidina 3’-terminal en ambos extremos.

2. Seleccién de recombinantes mediante el método de identificacion de color azul /

blanco: el vector contiene T7 y SP6 ARN polimerasa, promotores que flanquean una

region de clonacién multiple dentro de la codificacién de a-péptido, region de la enzima
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B-galactosidasa. La inactivacion por insercion de la a-péptido permite la identificacion de

recombinantes por azul / blanco de cribado en placas indicadoras.

3. Eleccion de los sitios de restriccion para la Liberacion de insercion. La region de
clonacién multiple pGEM-T tiene una region de facil flanqueado por sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccién Eco RI, BstZl y Notl, proporcionando tres

enzimas de simple digestiones para la liberacién del inserto
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Figura 6. Mapa del Vector pGEM®-T Easy. Porta un gen de resistencia a ampicilina y un sitio
de clonacion multiple en el fragmento Lac Z. El vector pre-linealizado pGEM®-T Easy contiene
extremos 3'-T en el sitio de insercién para proporcionar un extremo cohesivo compatible para
productos de PCR.
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5.3.2 Vector de expresion pUEOS

El pldsmido de expresién constitutiva pUEO8 (Fig. 7), porta el gen hph que codifica para
una higromicina fosfotransferasa. Este gen confiere resistencia al antibiético higromicina
B en hongos y es utilizado para la seleccion de transformantes (Esquivel-Naranjo y
Herrera-Estrella, 2007). Ademas, tiene el promotor del gen pkil que codifica para la
piruvato cinasa de Trichoderma reesei y el terminador del gen trpC de Aspergillus
nidulans. Estas secuencias facilitan la expresion constitutiva de genes en hongos, ya sea
en sentido (sobre-expresion) o en antisentido (silenciamiento). Entre la secuencia
promotora y el terminador tiene disponible un sitio de clonacion mdltiple con 12 sitios de

reconocimiento para diferentes endonucleasas.

Figura 7. Mapa del plasmido pUEQ8 de expresion constitutiva. Este plasmido porta el gen
de resistencia a higromicina-B (hph) para hongos y el gen de resistencia a cloranfenicol para
bacterias. Los sitios de restriccion disponibles para clonaciones en este vector son: Promotor
pkil-Eagl-Notl-Xbal-Spel-BamHI-Smal-Pstl-EcoRI-EcoRV-Hindlll-Clal-Sall-Terminador trpC
(Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 2007).
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5.4 Condiciones de cultivo para extraccion de ADN y ARN de
S. schenckii

Con la finalidad de llevar a cabo la extraccion de ADN y ARN de S. schenckii, se realizd
un cultivo para preservar la cepa ATCC 58251. Se emple6 medio YPG (extracto de
levadura al 3%; peptona al 1%; glucosa al 2%; agar al 2%; a un pH de 4.5) (bartnicki-
Garcia y Nickerson, 1962). Para preservary generar conidios de S. schenckii. Las cajas
se incubaron a 28°C durante 10 dias. Para la propagacion de de las células y la
obtencion de la fase micelial de S. schenckii, se ajusté la concentracion de conidios a 5
x 10°, en un matraz erlenmeyer de 1L, con 400 ml de medio YPG liquido a pH de 4.5, se
incub6 durante 24 h. Transcurrido el tiempo se tom6 una muestra y se observé al
microscopio, para verificar el crecimiento de micelio. Se aseguro el desarrollo de la fase
micelial de S. schenckii y se procedio a la filtracion de la muestra, para ello se instalé una
bomba de vacio, conectada a un matraz kitazato y embudo buchner. La muestra sélida

se recolectd en un papel aluminio estéril y se almaceno a -20°C para uso posterior.

5.4.1 Extraccion de ADN gendmico

En un tubo Eppendorf se coloc6 una cantidad pequefia del micelio, se molié con un palillo
de plastico estéril y se lavé con 500 pl de agua destilada estéril. Se centrifugé a 10000
rpm durante 5 min (se repitio el lavado las veces que fuera necesario). Se agregaron
perlas de vidrio estériles en una cantidad aprox. igual a la del micelio, el tubo se agitd
con el vortex durante 1 min. 5 veces. Se adicionaron 200 ul de Buffer de rompimiento,
200 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (96:100:4) y 200 pl de Buffer TE (Tabla 3),
se mezcld en el vortex. Se centrifugdé a 15000 rpm durante 5 min a 4°C, se recupero la
fase acuosa (fase superior) en un tubo nuevo y se le agregé 1ml de alcohol absoluto a -
20°C, se mezcld y se incubo6 a 30 min a -20°C. Se centrifugé el tubo durante 5 min a 15
000 rpm a 4°C. Se decant6 el liquido del tubo para recuperar la pastilla. La pastilla se
resuspendio en 400 pl de Buffer TE y se adicionaron 3 pl de RNasa (1mg/ml), se mezclo
y se dejé incubar durante 5 min a 37°C, después de este tiempo se agregaron 30 pl de
NaCl 4My 1 ml de etanol absoluto a -20°C, se mezclé y se dejo en incubacién a -20°C

por 30 min. Se centrifugd a 15 000 rpm durante 5 min a 4°C, se elimino el sobrenadante
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y se lavo la pastilla 2 veces con 500 pl de etanol al 70% a -20°C. Se dejo secar la pastilla

a temperatura ambiente y se resuspendié en 100-30 pl de Buffer TE (tabla 3).

Tabla 3. Composicién de buffers empleados para la extraccién de ADN gendmico de S. schenckii.

Buffer Composicion

Tris-HCI 200 mM pH8.5
NaCl 200 mM
Buffer de rompimiento SDS 0.5%
EDTA 25 mM
Proteinasa K 1mg/ml

EDTA 100 mM
Triss-HCI 1M pH 7.5
Seusaal

Buffer TE (100x)

5.5 RETROTRANSCRIPCION (RT)
5.5.1 Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN total a partir de micelio de S. schenckii, se empleoé la técnica
manual de extraccion con trizol. Brevemente; se lisaron las células en un mortero
afiadiendo un volumen de N2 liquido, se agregaron de 100-200 ul de micelio recién
molido a tubos eppendorf de 1.5 ml. Se agregd 1 ml de trizol y se mezcl6é 1 min en vortex.
Se incubaron los tubos 5 min a temperatura (T) ambiente y se centrifugaron 1 min a 12
000 rpm a 4°C. Se transfirié el sobrenadante (SN) a tubos eppendorf y se agregaron 200
ul de cloroformo. Se mezcld en vortex durante 1 min y se incubd por 2 min a T ambiente.
Se centrifugd a 12000 rpm durante 15 min a 4°C. Se recupero la fase acuosa (SN) y se
transfirio a un tubo nuevo. Se agregaron 500ul de isopropanol al 100 % a los tubos con
el SN. Se incub6 durante 10 min a T ambiente. Luego se centrifug6é a 12000 rpm durante

10 min. se desecho el isopropanol.
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Se lavé el ARN del tubo agregando 1 ml de etanol al 70% diluido en agua DEPC(dietil-
pirocarbonato), se mezcl6é en vortex 1 min y se centrifugd a 7500 rpm durante 5 min a
4°C. Se desecho etanol y se dejaron secar los tubos hacia abajo en una sanita de 5 — 10
min. Se disolvieron las pastillas de ARN en agua DEPC.

5.5.2 Conversion a ADNc

Despues de hacer una cuantificacion de ARN en Nanodrop 2000, se trat6 con DNasas
para eliminar moléculas de ADN presentes, para ello se realizé un mix, afiadiendo: Buffer
10x + MgCI2, DNasa y se adiciong cierta cantidad de ARN, de acuerdo a las cantidades
de los componentes del mix, se completé a 10 ul dependiendo de la concentracion de
ARN) adicionando H20 libre de nucleasas. Luego se incub6 30 min a 37 °C, se adicion6
1ul de EDTA y se incub6 10 min a 65 °C. Después se cuantificé el ARN tratado con
DNasa. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar integridad de
ARN. Para la sintesis de ADNc se usaron 11 pl, el volumen fue ajustado con H20 DEPC,
de acuerdo a la concentracion de ARN. Se usoé lo siguiente: 11 ul de ARN , 1 ul de
dNTP's 10mM y se usaron oligos reversos para los fragmentos esperados de 590 y 357
pb de Hsp75, ademas del control para tubulina. Se incubé 5 min a 65 °C, seguido de 2
min en hielo, se centrifugd un spin, luego se afiadié a la mezcla de 5X Fs buffery DTT
0.1 M. Se mezcld y centrifug6 un spin, se incubo6 a 42 °C por 2 min. Se agregé 1 ul de
Super script Il reverse (transcriptasa invitrogen). Se incubd 50 min durante 42 °C seguido
de 15 min a 70 °C. Finalmente se cuantific6 ADNc y se almacené a -20 ° C para Ssu uso

posterior.
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5.6 Amplificacion de un fragmento del gen hsp75

El fragmento del gen hsp75 el cual codifica para la proteina Hsp75 (producto esperado
de 590 pb) fue amplificado mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), a
partir de ADN gendmico, utilizando los oligonucleoétidos, Hsp 75-F y Hsp 75-R (Tabla 2).
Las condiciones de reaccion para la amplificacion del fragmento del gen hsp75 a partir
de ADN gendmico fueron: un paso inicial de 5 min a 95°C, 34 ciclos de 30 s a 95°C, 30

sa58°Cy 1 mina 72°C, y un paso final de 7 min a 72°C.

Para la amplificacion del fragmento del gen hsp75 a partir de ADNc (producto esperado
de 357 pb) mediante PCR se utilizé un volumen de 2.5 ul de ADNc, 16.2 pul de agua libre
de nucleasas, 5 pl de buffer 5x, 1.5 pl de MgCl2, 0.5 pl dNTP’s, 0.3 ul oligonucledétidos F
y R, y 0.2 pyl de taq polimerasa. Se emplearon las condiciones anteriormente
estandarizadas para amplificar los fragmentos del gen hsp75. Se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1%, se corrié durante 30 min a 100 volts, después se

observo en el fotodocumentador.
5.7 Geles de agarosa

Brevemente los geles de agarosa se prepararon de la siguiente manera: se peso la
cantidad de agarosa requerida (para un gel al 1% (p/v) 0.3 g, se disolvi6 la agarosa en
30ml de TAE 1X, se calent6 en el microondas por 1 min, posteriormente se agitdé y se
adicion6 1 pl de Bromuro de etidio (BrEt) para tefiir el gel y se volvié a agitar para mezclar
el BrEt. Se armo la caja molde para el gel de agarosa, se balanced, se colocé el peine
para los pocillos y finalmente se vertié la agarosa. Se esper6 aproximadamente 20 min
para que solidificara el gel. Una vez solidificado el gel, este se pas6 a la cAmara de
electroforesis con TAE 1X, la mezcla para cargar los pocillos se realiz6 como se indica a
continuacion: 1 yl de marcador de peso molecular de 1kb plus DNA ladder de la marca
Thermo Scientific + 1 ul de buffer de carga, para la muestra: 3 yl de muestra + 3 pl de

Buffer de carga. Los geles se corrieron a 100 V durante 30 min.
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5.8 Purificacién del producto de PCR

Se realiz6 mediante el kit de purificacion Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega Corporation, Madison, WI), siguiendo las instrucciones del fabricante,
brevemente: se afadido un volumen igual de solucion de union (membrane binding
solution) al producto de PCR, (la banda de interés fue previamente cortada del gel de
agarosa al 1% y pesada). Se insert6 la minicolumna en el tubo de recoleccion, y se le
transfirio la mezcla preparada con el producto de PCR. Se incub6 a temperatura
ambiente por 1min y se centrifugd a 14000 rpm durante 1 min. Se descartd el
sobrenadante y se reinsertdé la minicolumna en el tubo colector. Para el lavado se
adicionaron 700ul de la solucibn membrane wash solution (diluida en etanol al 75%), se
centrifug6 a 16000g por 1min, se descarto el sobrenadante y se reinsertd la minicolumna
en el tubo colector. Se afadieron 500 pl de solucion de lavado (membrane wash solution)
y se centrifugd a 160009 por 5 min. Se vacié el tubo colector y se recentrifugé la columna
durante 1 min para la evaporaciéon de los residuos de etanol. Para la elucion se transfirio
la minicolumna en un tubo eppendorf de 1.5 ml y se adicionaron 50 pl de agua libre de
nucleasas a la minicolumna. Se incub6 1 min a temperatura ambiente y se centrifugd a

16000g por 1 min. Se descart6 la minicolumna y se almacend el ADN a 4°C.

5.9 Preparacion de células competentes quimicas y transformacion

Se prepararon células competentes quimicas de la siguiente manera: En un tubo de
ensaye estéril se colocarén 2ml del medio LB sin antibiético y se inoculé E. coli DH5a
con la ayuda de una asa metélica, y se incubd a 37°C con agitaciéon toda la noche. En
un matraz Erlenmeyer de 125 ml, se adicioné 25 ml de medio LB, inoculandolo con 300yl
de cultivo de E. coli, que se obtuvo en el paso 1, se agité a 37°C hasta alcanzar una
densidad Optica de aproximadamente 0.5 a 0.6 nm, el cual se ley6 cada hr usando como
blanco medio LB puro. El cultivo fue transferido a hielo durante 10 min junto con la
solucion de CaClz 50mM en Tris-HCI 10mM, pH 8.0 previamente enfriada en hielo. Se
pasé el cultivo a los tubos especiales para centrifugacion, y se centrifugaron por 30

minutos a 4000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue desechado, cuidando de no arrastrar la
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pastilla bacteriana. Se resuspendieron las células suavemente (sin usar vortex) en la
mitad de volumen original de CacClz, la suspension se incubo en hielo por 15 min, luego
se centrifugd por 15 min a 4000 rpm a una temperatura de 4°C. El SN se desechd y las
células se resuspendieron en 1/15 (1/22 ml) del volumen original que eran 25 ml
(aproximadamente 1.4 ml) de CaClz. Las células se alicuotaron en fracciones de 200 pl

en tubos de vidrio para su uso posterior.

5.10 Clonacién de un fragmento de 357 pb del gen hsp75 en el vector
PGEM-T

Para la reaccion de ligacion al vector PGEM-T se siguieron las instrucciones del
fabricante. Brevemente: Se mezclé 5 pl de buffer 2x rapida ligacion, 1 pl de pGEM-T 50
ng, 3 pl Producto de PCR y 1 ul de T4 DNA ligasa, se incub6 toda la noche a 4°C para
maximizar la reaccion de ligacién. Por otra parte las células transformantes se
alicuotaron en fracciones de 200 ul en tubos de vidrio los cuales quedaron de la siguiente

manera:
Tubo 1:200 pl de células competentes + 10ul de la reaccion de ligacion.
Tubo 2: 200 ul de células competentes (control negativo)

Los tubos con la muestra problema y el control negativo, fueron incubados en hielo por
20 min. Posteriormente se sometierébn a choque térmico incubando 2 min a 42°C,
después fueron transferidos rapidamente a un bafio con hielo por 2 min. Se adicion6 a
cada tubo 800 pl del medio LB estéril sin ampicilina y se incubaron a 37°C por 1 h, pasado
este tiempo, la suspension bacteriana fue cultivada en placas con agar LB con ampicilina
(50mg/ml), IPTG (100mM, 9ul) y X-Gal (40mg/ml, 30ul) y se incubaron cubiertas en papel
aluminio a 37°C durante 24 h. Se seleccionaron las colonias transformantes, mediante
seleccidn por color blanco, estas fueron utilizadas para verificar la presencia del vector

con el inserto.
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5.11 Extraccién de ADN plasmidico de S. schenckii

Para realizar la extraccién de ADN plasmidico se utilizo el kit Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System. Brevemente, se tomé parte del micelio, se colocé en un tubo
eppendorf y se le agregaron 100-200 ul de agua destilada estéril aprox., el micelio se
molié con un tubo de plastico estéril y se centrifug6 durante 5 min. a 10000g. Se descarté
el sobrenadante. La centrifugacion se realiz6 2 veces. La pastilla se resuspendié en 250
pl de solucion para resuspension de células y se llevé al vortex. Se dejo el tubo en
incubacion a temperatura ambiente hasta que la suspension se aclaro (10 min aprox.).
Se agregaron 10 pl de solucion de proteasa alcalina y el tubo se mezcloé por inversion 4
veces y se incubd durante 5 min. (Hasta que la solucion se aclar6, procurando no dejar
mas tiempo). Inmediatamente se agregaron 350ul de solucion de neutralizacion y se
mezclé el tubo por inversidn 4 veces (no se uso vortex). Se centrifugd a 14000g durante
10 min a temperatura ambiente. La columna de decantacion se insert6 en el tubo colector
y el lisado (aprox. 850 pl) se transfirid a la columna, el sobrenadante se centrifug6 a
méxima velocidad por 1 min a temperatura ambiente, la columna se removio del tubo y
se descarto el fluido del tubo colector. La columna se reinserté en el tubo colector y se
agregaron 750 pl de la solucién de lavado (previamente diluido con etanol 95%) a la
columna, se centrifug6 durante 1 min a temperatura ambiente, se descarté el fluido del
tubo colector. Se repitié el procedimiento de lavado usando 250 ul de la solucion de
lavado, se centrifugd durante 2 min a temperatura ambiente. La columna se transfirio a
un tubo nuevo estéril de 1.5 ml y se centrifugd durante 1 min a maxima velocidad, se
adicionaron 30 pl de agua libre de nucleasas y se centrifugd a maxima velocidad durante
1 min a temperatura ambiente, se retiré la columna. La pastilla de DNA se dej6 secar y

se resuspendio en 30 ul aprox. de Buffer TE (Tabla 3).
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5.12 Restriccion enzimatica del fragmento de 357 pb del gen hsp75

clonado en el vector pGEM-T

El ADN plasmidico obtenido anteriormente, se cuantificO en Nanodrop, en base a la
cuantificacion se realizaron los calculos para saber la cantidad de muestra que se debia
usar para la digestion enzimatica (1ug/ul). La reaccién para la digestion enzimatica se
llevd a cabo de la siguiente manera: 1 ul de Buffer H 10X, 0.1 ul de BSA, 4 pl de uestra,
4.3 pl de agua libre de nucleasas, se mezclo por pipeteo, 0.6 ul de Notl + 0.4 pl de BamHI
Se incubd a 37°C por 2 h. Se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido

con BrEt (Bromuro de etidio) como se indica en el apartado.

5.13 Subclonacion del fragmento de 357 pb gen hsp75 en el vector de
expresion pUEQS8

El fragmento de 357 pb del gen hsp75 se recuperé del vector pGEM-T por una doble
restriccion con las endonucleasas Notl y BamH, y se purific6 utilizando columnas
QIAquick Spin (QIAGEN). Posteriormente, se lineariz6 el vector PUEO8 y el gen hsp75
se subclon6 en los mismos sitios de restriccion del plasmido pUEQS8. El uso de estas dos
enzimas de restriccion permitié la clonacion del gen hsp75 en cierta orientacién con
respecto al promotor pkil en el plasmido pUEQS8. La ligacién se realiz6 a 16 °C usando
la enzima T4 ligasa (Invitrogen). El vector de expresion constitutiva con el gen insertado
se denominé pUEO8-Hsp75. Posteriormente se transformaron células de E. coli DH5a
competentes por choque térmico y estas células fueron sembradas en placas con medio
LB adicionadas con cloranfenicol (37 pg/ml) e incubadas a 37°C por 12 h. Se
seleccionaron las colonias transformantes y se realiz6 la basqueda del plasmido con el
fragmento de 357 pb del gen hsp75 clonado mediante restriccidbn enzimatica empleando
Notl y BamHI.
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5.13.1 Evaluacién de la orientacion del fragmento del gen hsp75 en el
vector pUEQOS8

Para evaluar el sentido de como se inserto el fragmento de 357 pb en el vector pUEO8
se generd el mapa del plasmido PUEO8 con el fragmento del gen hsp75 insertado en
orientacién antisentido y en sentido utilizando el programa APE (A Plasmid Editor) (Fig.
8). Con este mapa se llevo a cabo el disefio de oligos para evaluar la insercion del

fragmento de 357 pb en orientacion antisentido y sentido (Tabla 4).

R-rpC 681,899 = Ttrpc-R
— R P
AN il Ttrpe Aspergillus nidulans 1196,653 <= Terminador
[f
'II.'r ire 1257..1257
hph G100..4704
ure 1257..1257
| hsp-T51 primer 1262..1283 g Hsp?E-F
4= Fragmento 357pb
i
PUEOB-HSP75 I' ri primer 16031618 H5p75-R
6476 pb
pKi1 trichoderma reesei 2394..1649 W Promotor
. F-pPKi1 2286.2305 s p kj-F
. /
ColE1 origin 3520..2838

Figura 8. Mapa del plasmido pUEOS8 con el fragmento de 357 pb insertado en orientacion
antisentido, generado en el programa APE con un tamaifio de 6476 pb. Se muestra el sitio
de origen, los cassete de resistencia a higromicina y cloranfenicol. En flechas moradas, el primer
reverso del promotor y primer directo del terminador (Pki-F y Ttrpc-R). En flechas rosas los primer
directo y reverso del fragmento de 357 pb del gen hsp75 (hsp75-F y hsp75-R). Asi mismo se
pueden observar los genes del terminador de A. nidulans, el promotor de T. reeseiy el fragmento
del gen hsp75 de 357pb.
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Tabla 4. Oligonucleétidos empleados en PCR para verificar la orientacion del fragmento del gen

hsp75 en el vector pUEO8

) Tamafio del fragmento Tamafio del fragmento
Oligos | Caracteristica Secuencia esperado esperado
blanco
Orientacion sentido Orientacién antisentido
hsp75-F Dir.(:.ct(;conHlIJn hsp75y
Stho Bam Pr°m°t°kf. fe' No amplifica 756 pb
Ppkil-F Directo gen pxi
hsp75-R
Reverso hsp75 y
TtrpC-R Reverso Terminador del o 1026 pb
p gen trpC No amplifica
Ppkil-F Directo hsp75y
hsp75-R Reverso promotor del 703 pb No amplifica
gen pkil
TtrpC-R Reverso Terminador del
en trpC o
hsp75-F Directo g Py 420 pb No amplifica
hsp75
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VI. RESULTADOS

6.1 Amplificacion de un fragmento del gen hsp75 a partir de ADN

gendmico de S. schenckii

Se llevé acabo la extraccion de ADN gendmico a partir del morfotipo micelial de S.
schenckii, obteniéndose un ADN gendmico de calidad el cual fue evaluado en geles de
agarosa al 1% (Fig. 9). Con el ADN genomico obtenido se procedié amplificar un
fragmento del gen hsp75 mediante PCR con los oligos disefiados (Tabla 2) para
estandarizar las condiciones de amplificacion del fragmento del gen. El producto
amplificado fue analizado en geles de agarosa al 1% (Fig. 10, carril 1). En la Figura 10
se puede observar que se logré amplificar un producto de 590 pb que corresponde con
la region a amplificar por los oligos disefiados y la cual abarca una parte de la regién
exonica e intrénica del gen hsp75.

10000 —»
6000 —

3000 —
2000 =
1500 =

1000 —
750 =

500

250—

Figura 9. Andlisis de la integridad del ADN gendémico extraido de la fase micelial de S.
schenckii. EI ADN extraido fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido
con BrEt al 0.1%. M: marcador de tamafio molecular de 1 kb (Promega); carril 1: ADN gendmico
extraido.
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Figura 10. Amplificacion de un fragmento de 590 pb del gen hsp75 a partir de ADN
gendémico de la fase micelial de S. schenckii. El producto amplificado fue analizado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con BrEt al 0.1 %. M: marcador de tamafio
molecular de 1 kb (Promega); carril 1: producto amplificado de 590 pb aproximadamente del gen
hsp75.

6.2 Amplificacion de un fragmento del gen hsp75 a partir de ADNc de

la fase micelial de S. schenckii.

6.2.1 Extraccion de ARN total a partir de micelio de S. schenckii

Se realizé un cultivo de la cepa de S. schenckii en medio YPG liquido a un pH de 4.5
por no maximo de 30 hrs a 28 °C y se evalud la presencia de micelio al microscopio
(Fig.11). Posteriormente, se procedio a la extraccion de ARN como se describe en la
seccion de Materiales y Metodos. Al ARN extraido se le evalu6é su calidad mediante
cuantificacion por espectrofotometria evaluando su relacion de absorbancia 260/280 y
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% tefido con BrEt (Fig. 12). Los
resultados obtenidos de Abs 260/280 fue de 1.8 lo cual nos indica que el ARN extraido

es de buena calidad.
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Figura 11. Cultivo del morfotipo micelial de S. schenckii. Evaluacién del crecimiento de un
cultivo en medio YPG pH 4.5 de 24 h de S. schenckii en fase micelial en donde se observan hifas

ramificadas.

Figura 12. Evaluacién del ARN extraido de la fase micelial de S. schenckii. EI ARN extraido
se evaluo en geles de agarosa al 1% con agua DEPC, en donde se verifico la integridad del ARN
total, observandose la presencia de 3 bandas correspondientes a las unidades ribosomales 28s,

18s vy 5s.
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6.2.2 Amplificacién de un fragmento de 357 pb del gen hsp75 a partir de ADNc

sintetizado a partir del ARN extraido de micelio de S. schenckii

Se llevo acabo la sintesis de ADNc a partir del ARN total extraido de la fase micelial de
S. schenckii y se evalué su calidad cuantificandolo mediante espectrofotometria
midiendo una Abs a 260/280 de 1.8 indicando que el ADNc obtenido es de buena calidad.
Posteriormente se llevé a cabo una PCR utilizando los oligos disefiados (Tabla 2) para
amplificar un fragmento del gen hsp75 con las condiciones que se habian estandarizado
previamente utilizando el ADN gendmico. En la Figura 13 se puede observar la
amplificacion de un producto de 357 pb correspondiente al producto amplificado

esperado del gen hsp75 en donde solo se amplifica una regién exdnica del gen.

M1

10000 —»
6000 —

3000 —*
2000 —»

1500 —»

1000 —
750 —*

500— +— 357 pb Hsp75

250—>

Figura 13. Amplificacion de un fragmento de 357 pb del gen hsp75 a partir de ADNc
sintetizado a partir de ARN extraido de la fase micelial de S. schenckii. El producto
amplificado fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con BrEt al 0.1
%. M: marcador de tamafio molecular de 1 kb (Promega); carril 1: producto amplificado de 357
pb aproximadamente del gen hsp75 a partir del ADNCc.
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6.3 Clonacion del fragmento de 357 pb del gen hsp75 en el vector
PGEM-T.

El producto de PCR amplificado de 357 pb del gen hsp75 de S. schenckii fue cortado del
gel, purificado y ligado al vector pGEM-T de acuerdo a como se describe en la seccion
de Materiales y Métodos. La reaccion de ligacion (fragmento de 357 pb y vecto PGEMT)
se utilizé para hacer la transformacion utilizando células de E. coli DH5a quimicamente
competentes. La suspension bacteriana fue cultivada en placas con agar LB
suplementadas con ampicilina (50 mg/ml), 9 pl de IPTG (100 mM) y 30 ul de X-Gal
(40mg/ml), se incubaron en oscuridad a 37°C durante 24 h. Pasado el tiempo de
incubacion se logro observar la presencia de células transformantes de color blanco y
azules (Fig. 14), de las cuales se aislaron 9 colonias blancas para llevar la extraccion de
ADN plasmidico y evaluar la presencia del fragmento del gen de 357 pb con enzimas de

restriccion.

Figura 14. Cultivo de células transformantes de E. coli DH5a con el vector pGEMT . Los
cultivos bacterianos fueron sembrados en medio agar LB suplementado con ampicilina,IPTG y
X-gal. A) Células de E. coli DH5a sin transformar; B) Células de E. coli DH5a transformadas con
el vector pGEMT sembradas a una dilucién 1:5 en donde se observan colonias azules y blancas.
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Las 9 colonias blancas aisladas se cultivaron en 3 ml de medio LB suplementado con
ampicilina a 37°C en agitacion por 16 h. Pasado el tiempo de incubacién se procedio
hacer la extraccion de ADN plasmidico de acuerdo a como se describe en la seccion de
Materiales y Métodos el cual se cuantificd y se analizé6 mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1% tefiidos con BrEt para evaluar su calidad (Fig.15). Posteriormente se
realizo la incubacion con enzimas de restriccion Notl y BamHI con las 9 muestras de ADN
plasmidico extraidos. De esta incubacion con las enzimas de restriccidn en solo dos
cepas se observo la presencia de dos productos, uno correspondiente al fragmento de
357 pb del gen hsp75y otro de 3015 pb correspondiente al vector pPGEMT (Fig. 16). Esto
resultado nos indica que se logré clonar el fragmento de 357 pb del gen hsp75 de S.

schenckii en dos cepas de E. coli DH5a.

M1 2 3 45 67895

10000 —»
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3000 —

2000 —» -
1500 —p

1000 —
750 —

500—
250—

Figura 15. Evaluacién del ADN plasmidico extraido de las 9 células blancas
transformantes. El ADN plasmidico se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
tefiido con BrEt. M: marcador de tamafio molecular de 1 Kb. Carril 1-9: ADN plasmidico extraido
de las células transformantes.
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Figura 16. Evaluacién por duplicado de larestriccién enzimética con Notl y BamHI del ADN
plasmidico extraido de dos cepas transformantes de E. coli. Los productos obtenidos de la
restriccion enzimética se evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con
BrEt. M: marcador de tamafio molecular de 1 Kb: carril 1 y 2: restriccion del ADN plasmidico
extraido de dos cepas transformante con Notl y BamHI, en donde se observa un fragmento de
3015 pb correspondiente al vector pGEM-T y una banda de 357 pb del gen hsp75 de S. schenckii.
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6.4 Subclonacion del fragmento de 357 pb del gen hsp75 en el vector

de expresion pUEQOS

El fragmento de 357 pb del gen hsp75 se recuperd del vector pGEM-T por una doble
restriccion con las endonucleasas Notl y BamHI, y se purificéd utilizando columnas
QIAquick Spin (QIAGEN). Posteriormente se procedié a linearizar el vector pUEOS8
mediante una restricciéon con la endonucleasa Notl (Fig. 17). El vector linearizado se
evaluoé mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% y tefiido con BrEt, observando

un producto de 6100 pb correspondiente al vector linearizado.

M 1

10000
6000

3000
2000
1500 —»

1000
750 —

500 —

+«— 6100 pb PUEO8

250—*

Figura 17. Linearizacion del vector pUEOS8 utilizando la enzima Notl. El producto de la
restriccion enzimatica se evalué mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con
BrEt. M: Marcador de tamafio molecular de 1 Kb; carril 1) Evaluacion del vector pUEO8
linearizado con Notl observando una banda de 6100 pb aproximadamente.
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Con el vector pUEOQS8 linearizado se llevé a cabo una reaccién de ligacion con el
fragmento de 357 pb del gen hsp75 con la finalidad de llevar a cabo la transformacién de
células de E. coli DH5a como se describié en la seccion de Materiales y Métodos. Las
células bacterianas transformadas se cultivaron en placas de medio LB suplementadas
con cloranfenicol (34 mg/ml) y se incubaron a 37°C por 16 h. Pasado el tiempo de cultivo,
se aislaron 13 colonias blancas (Fig. 18B), las cuales se cultivaron en 3 ml de medio LB
suplementado con cloranfenicol a 37°C por 16h en agitacion y pasado el tiempo de cultivo
se llevo a cabo la extraccion de ADN plasmidico. EI ADN plasmidico extraido se evalud

su calidad por espectrofotometria teniendo una relacion de Abs 260/280 de 1.8 y

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y tefiido con BrEt (Fig. 19).

Figura 18. Cultivo de células transformantes de E. coli DH5a con el vector pUEO8 . Los
cultivos bacterianos fueron sembrados en medio agar LB suplementado con cloranfenicol. A)
Control negativo: células E. coli DH5a sin transformar; B) Células de E. coli DH5a transformadas
con el vector pUEO8 y sembradas a una dilucion 1:5. Se marcaron con circulo rojo las 13 colonias
blancas que se aislaron para llevar acabo la extraccién del ADN plasmidico.
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Figura 19. Evaluacion del ADN plasmidico extraido de las 13 células transformantes de E.
coli. EI ADN plasmidico se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con
BrEt. M: Marcador de tamafio molecular de 1 Kb. Carril 1-13: ADN plasmidico extraido de las
células transformantes.

De las muestras de ADN plasmidico procedente de las 13 colonias blancas se procedio
a realizar PCR a 3 de ellas para verificar la presencia del cassete de resistencia a
higromicina B utilizando oligos especificos para amplificar el gen hph (Tabla 2). En la
Figura 20 se observa que en las tres muestras se logré amplificar un producto de 1400
pb correspondiente al gen hph. Posteriormente con el ADN plasmidico de estas tres
cepas se realizé una doble digestion enzimatica con las endonucleasas Notl y BamHI.
En la Figura 21 se puede observar en dos de las cepas la deteccion de dos bandas una
de 357 pb aprox. correspondiente al fragmento del gen hsp75 y uno de 6100 pb aprox.
correspondiente al vector pUEO8 (Fig. 21, carriles 1 y 2) mientras que en una de las
cepas solo se observo la presencia de una banda de 6100 pb aprox. (Fig. 21, carril 3).
Estos resultados nos indican que se logré subclonar el fragmento de 357 pb del gen

hsp75 en dos de las cepas de E. coli transformadas.
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Figura 20. PCR para amplificacién del gen hph. El ADN plasmidico extraido de tres cepas
transformantes de E. coli se utilizé para hacer una PCR y amplificar el gen hph. Los productos
amplificados se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido con BrEt. M:
marcador de tamafio molecular de 1 Kb; Carril 1-3: Productos de PCR a partir de ADN plasmidico
de las cepas E. coli transformadas con el vector pUEO8, observando la amplificacion de una
banda de 1400pb correspondientes al gen hph.
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Figura 21. Digestién con las enzimas de restriccion Notl y BamHI a partir del ADN
plasmidico de las cepas trasformadas de E. coli DH5a con el vector PUEO8 con el
fragmento de 357 pb del gen hsp75 integrado. Los productos de la digestion enzimatica del
ADN plasmidico fueron analizados en geles de agarosa al 1% con BrEt. M: Marcador de tamafio
molecular 1kb; carriles 1 y 2: los productos de digestion de dos de las cepas de E. coli DH5a
transformadas, observandose la presencia de dos bandas, una de aproximadamente 6100 pb
correspondiente al vector pUEO8 y otra de 357 pb correspondiente al fragmento del gen hsp75;
carril 3: El producto de digestion de una de las cepas de E. coli transformadas en donde solo se
observé una sola banda de 6100 pb aprox. que corresponde al vector pUEQS.
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6.5 Evaluacion del sentido del fragmento de 357 pb del gen hsp75

subclonado en el vector pUEO8

Con los oligos disefiados para evaluar la oritentacion del fragmento de 357 pb (Tabla 4)
se procedi6 a realizar PCR con ADN plasmidico extraido de las dos cepas de E. coli en
donde se logré subclonar el fragmento de 357 pb del gen hsp75 en el vector pUE08. Con
el par de oligos Pkil y hsp75-F no se observé la amplificacion de bandas (Fig. 22A),
mientras que con de par de oligos Pkil y hsp75R se observé la amplificacion de una
banda de aprox. 703 pb correspondiente a la insercion del fragmento de 357 pb del gen
hsp75 en orientacion en sentido en el vector PUEOS (Fig. 22B). Por otra lado, utilizando
el par de oligos Trpc- hsp75F se observo la amplificacion de una banda de aprox. 420
pb correspondientes a la insercion del fragmento de 357 pb del gen hsp75 en orientacion
en sentido en el vector pUEOS8 (Fig. 23A), mientras que con el par de oligonucleétidos

Trpc y hsp75R no se observo la presencia de algun producto amplificado (Fig. 23B)

A B
M 1 2 M 1 2
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Figura 22. PCR a partir del ADN plasmidico de las cepas trasformadas de E. coli DH5a con
el vector PUEOS8 con el fragmento de 703 pb del gen hsp75 integrado. Los productos de PCR
fueron analizados en geles de agarosa al 1% tefidos con BrEt. M) Marcador de tamafio molecular
1kb; A) carriles 1 y 2: los productos de PCR usando el par de oligos Pkil y hsp75-F no
observandose la presencia bandas; B) carriles 1 y 2: productos de PCR usando el par de
oligonucledtidos Pki y hsp75R donde se observé la amplificacion de una banda de aprox. 703
pb correspondiente a la insercion del fragmento de 357 pb del gen hsp75 en orientacion en
sentido en el vector pUEOS.
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Figura 23. PCR a partir de ADN plasmidico de las cepas trasformadas de E. coli DH5a con
el vector PUEO8 con el fragmento de 420 pb del gen hsp75 integrado. Los productos de PCR
fueron analizados en geles de agarosa al 1% y tefiido con BrEt. M) Marcador de tamafio
molecular 1kb; A) carriles 1y 2: los productos de PCR usando el par de oligos Trpc- Hsp75F
donde se observan una banda de aprox. 420 pb correspondientes a la insercion del fragmento
de 357 pb del gen hsp75 en orientacion en sentido en el vector PUEO8, B) carriles 1y 2:
productos de PCR usando el par de oligonucleétidos Trpc y Hsp75R no se observo la presencia
de bandas.
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VII. DISCUSIONES

La esporotricosis es una enfermedad micética causada por especies pertenecientes al
complejo Sporothrix, particularmente S. schenckii, el cual se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza. Esta micosis se ha reportado en todos los continentes y es
muy frecuente en México sobre todo en el centro y el occidente, ocupando el primer lugar

entre las micosis subcutaneas (Bonifaz, 2015).

La adhesion microbiana es un proceso que consiste en el reconocimiento, interaccion y
anclaje del patdgeno hacia la célula blanco. Los patégenos son capaces de adherirse a
células epiteliales, endoteliales, factores solubles del suero, componentes de la matriz
extracelular y materiales inertes implantados en el cuerpo del hospedero. En los hongos
patdgenos las proteinas de la pared celular que median esta adhesion son consideradas

un factor de virulencia.

En S. schenckii se ha descrito que la interaccién del hongo con los tejidos del huésped
es mediada por glicoproteinas tipo adhesinas presentes en la pared celular. Ruiz-Baca
et al. (2009) logr6 identificar y purificar una glicoproteina de 70 kDa (gp70) con
propiedades de adhesina, siendo posteriormente identificada como una carboxi-cis-
muconato ciclasa (Castro et al., en 2013). Ramirez et al. (2015) reportaron proteinas
multifuncionales también denominadas “moonlight” que se localizan en la pared celular
en especies de Candida y se les atribuyeron diversas funciones entre ellas adherirse a
las células huésped. Entre las proteinas reportadas se identificaron dos proteinas de
choque térmico Ssbl y Ssa2 a las cuales se les atribuyé funciones como interaccion con
el hospedero y respuesta a estrés. En estudios recientes de nuestro grupo de trabajo se
logro identificar una proteina de choque térmico de 75 kDa (Hsp 75) de la pared celular
de la fase micelial de S. schenckii afin a proteinas de la matriz extracelular como laminina,

fibronectina y colageno tipo Il de la matriz extracelular (Salas-Leal 2014).
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Con la finalidad de evaluar el papel que tiene esta Hsp75 como un factor de
patogenicidad y virulencia en el hongo S. schenckii en la presente propuesta se llevo a
cabo la clonacion y subclonacién de un fragmento de 357 pb del gen hsp75 y se analizé
su en orientacion en el vector de expresion pUEQS8. Para lograr el objetivo, primero se
llevé a cabo la amplificacion del fragmento de 357 pb del gen hsp75 a partir de ADNc
(Fig. 13) sintetizado a partir de ARN extraido de la fase micelial del hongo.
Posteriormente este fragmento amplificado se purificd y clon6 en el vector pGEM-T
usando células de E. coli DH5a. Se cultivaron en medio LB suplementado con ampicilina,
X-gal e IPTG. La clonacion fue verificada con las enzimas de restriccion Notl y BamHl,
observandose la presencia de dos bandas, una de aprox. 357 pb correspondiente al
fragmento del gen hsp75 y otra de aprox. 3015 pb correspondiente al vector pGEM-T
(Fig.16). Posteriormente, se procedio a subclonar el fragmento de 357 pb del gen hsp75
en cierta orientacion en el vector de expresion pUEO8 en células de E. coli DH5a. Se
cultivaron en medio LB suplementado con cloranfenicol, se seleccionaron 13 colonias
blancas a las cuales se le realizé extraccion de ADN plasmidico. La subclonacion se
verificd utilizando las enzimas de restriccion Notl y BamHI, observando que se logré
subclonar el fragmento de 357 pb en dos de tres cepas transformadas observandose la
presencia de dos bandas, una de aprox. 357 pb correspondiente al fragmento del gen
hps75 y otra de 6100 pb correspondiente al vector pUEO8 (Fig. 21). Posteriormente se
verifico la orientacion del fragmento del gen en el vector mediante PCR utilizando
oligonucledtidos especificos para cada sentido del gen, ademas se realizé un analisis
en el programa APE, donde se inserto la secuencia del plasmido, asi como la del gen'y
los oligonucleétidos. Se observo que el fragmento de 357 pb se inserté en orientacién
sentido en el vector pUEO8 (Fig. 22 y 23). Si el gen se hubiese insertado en antisentido
se esperaban productos de amplificacién de 756 y 1026 pb con los primer pkil-Hsp75F
y Trpc-Hsp75R respectivamente.

Debido a que se generaron problemas para hacer la liberacion de fragmento de 357 pb
con la enzima de restriccion EcoRI del vector pGEM-T, se procedio hacer la digestion
con la enzima de restriccion Notl con la cual se logré liberar el fragmento de 357 pb, éste
se cortd y se purifico, en la posterior digestién con BamHI no hubo restriccion para cortar

el fragmento de 16pb de la banda, correspondientes al oligonucle6tido Hsp75-F, por lo
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gue estas pares de bases se le adicionaron al fragmento, por ende la insercion del
fragmento en el vector se torné a un 50% de probabilidad de que fuera en orientacion

sentido o antisentido debido a que solo se generd un corte con Notl en el vector PUEOS .

El vector pUEO8 con el fragmento del gen hsp75 subclonado en sentido no es de utilidad
para llevar a cabo experimentos de silenciamiento génico por lo que seria necesario
seguir haciendo experimentos para subclonar el gen hsp75 en el vector pUEO8 hasta
comprobar que alguna transformante cuente con este vector y el fragmento del gen

hsp75 subclonado en orientacion antisentido.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se extrajo ARN y se sintetiz6 ADNc a partir de la fase micelial de S. schenkii.

Se amplifico y se clond en el vector pPGEM-T un fragmento del gen de la hsp75
de 357 pb de S. schenkii.

El fragmento de 357 pb del gen hsp75 de S. schenckii se subclond en orientaciéon

sentido en el vector de expresion pUEQS.
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IX. PERSPECTIVAS

Volver a llevar a cabo la subclonacion en el vector puEO8 para obtener
transformantes con el fragmento de 357 pb del gen hsp75 en orientacion

antisentido.

Con este vector (con el fragmento de 357 pb en antisentido), hacer la
transformacion de S. schenckii mediante ondas de choque y evaluar las cepas

transformantes para determinar el grado de silenciamiento.

Otra opcion para evaluar la funcionalidad del gen hsp75 seria llevar a cabo la
mutacion o la sobreexpresion de este gen y evaluar los fenotipos de las cepas

transformantes.
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