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RESUMEN

S. schenckii es un hongo patégeno, dimdérfico, y el agente etioldgico de la infeccidon
llamada esporotricosis, la cual afecta a animales y humanos. Dicha enfermedad es
una infeccidon granulomatosa de la piel y del tejido subcutaneo, aunque puede
diseminarse afectando cualquier 6rgano del cuerpo humano. En las células
fungicas, la pared celular juega un papel muy importante durante la interaccién
patogeno-hospedero.

Las glicoproteinas de pared son necesarias para llevar a cabo funciones como
soporte estructural, transduccién de sefales, y biosintesis de la pared celular. La
glicosilacion de proteinas es una modificacion postraduccional covalente, que
modula la estructura y la funcidén de proteinas en las células eucariotas. Durante el
proceso de la N-glicosilacion participan las manosiltransferasas que son capaces
de transferir residuos de manosa a partir de GDP-manosa al grupo hidroxilo de un
azucar u oligosacérido aceptor generando enlaces glicosidicos a1,2-, a1,3-, a1,4-
y a1,6-.

El producto del gen ochl es el responsable de adicionar el primer residuo de al,6-
manosa, el cual inicia la elaboracion de la cadena exterior en el Aparato de Golgi.
En S. schenckii han sido poco estudiadas las enzimas que patrticipan en las vias
biosintéticas de glicosilacion de proteinas. En hongos patdgenos este proceso
juega un papel fundamental para la integridad de pared celular, virulencia y
reconocimiento inmune.

Para este proyecto es de importancia el estudio de la ruta de N-glicosilacion,
mediante el conocimiento de la actividad de la a1,6-manosiltransferasa y cémo
esta enzima participa en la virulencia y respuesta inmune durante la interaccion de
S. schenckii con el hospedero. Mediante ensayos de complementacién de la cepa
mutante nula ScochlA se observo que el gen OCH1 aislado de S. schenckii es
capaz de restaurar el fenotipo de la cepa mutante ScochlA de S. cerevisiae,
sugiriendo fuertemente que este podria ser el ortdlogo funcional del gen OCH1 en
S. schenckii.



Para determinar la participacion del producto del gen SSOCH1 en la virulencia y
reconocimiento inmune del hongo se optimizé un protocolo de transformacion para
S. schenckii y se logro el silenciamiento del gen SSOCH1. Se cuenta con un grupo
de mutantes silenciadas que cuentan con 100%, 98%, 96% , 86% y 43% de
silenciamiento del gen SsOCH1, de las cuales en este trabajo se muestra la

caracterizacion de las cepas Ssoch1-10 (86%) y Ssoch1-2.2 (43%).

Dichas cepas presentan una sola insercion de la construccion en el genoma,
cambios en composicion de pared y diferencias en la estimulacion de
interleucinas, indicando que el defecto en la N-glicosilacién de proteinas causa
modificacién de (1,3-glucanos y el reconocimiento es diferente en células del
sistema inmune como hPBMC y macrofagos. Presentan un menor porcentaje de
fagocitosis, en comparacion con la cepa silvestre, y se observa una atenuacion en

ensayos de virulencia con G. mellonella.



INTRODUCCION

S. schenckii es un hongo patégeno y dimérfico. Fue descrito por primera vez por
Benjamin Schenk en 1898 y clasificado en 1900 como S. schenckii (Lopes-Bezerra
et al., 2006). Es el agente etiolégico de la infeccion llamada esporotricosis, la cual
afecta a animales y humanos (Travassos et al., 1980). La infeccién en el humano
se produce a través de inoculacién en heridas de la piel por plantas o animales

contaminados.

El estado saprobio, que es el estado infectivo, presenta la forma filamentosa,
compuesta por hifas hialinas y septadas, hifas no diferenciadas con células
conidibgenas y conidios que emergen en grupo desde el conidioforo, o

individualmente directo de las hifas.

El morfotipo micelial se obtiene creciéndolo de 25-28°C, y pH de 3.0 a 12.5
(Ghosh et al.,, 2002), presenta septos de 1-2 ym de ancho, con conidiéforos
perpendiculares cuyo extremo distal se dilata formando una vesicula denticulada,
de la que naceran conidios hialinos de 2-3 a 3-6 ym que se agrupan en forma de
ramillete o margarita (fig. 1). A medida que el cultivo envejece, la conidiacién
aumenta y aparecen conidios sésiles a lo largo de los conidiéforos e incluso hifas

no diferenciadas.



Figura 1. Morfologia de Sporothrix schenckii. a. Forma filamentosa, compuesta por hifas
hialinas y septadas, también se pueden observar conidios. b. Forma levaduriforme, se
observan células ovoides.

En su fase parasita desarrolla la forma levaduriforme, en esta morfologia se
observan células fusiformes y ovoides que van de 2.5-5 a 3.5-6.5 uym. Se
obtienen en diferentes medios de cultivo suplementados con glucosa y crecidos de
37 a 25°C, con pH neutro (7.2) y aereacion (Resto et al., 1988).

Complejo de Sporothrix Schenckii y esporotricosis

Recientemente se han descrito varios genotipos de S. schenckii, lo que ha llevado
a formar un complejo denominado complejo de S. schenckii (fig. 2). En este grupo
podemos encontrar S. brasiliensis, S. globosa y S. lurie (de Beer ZW et al.,2016).
Las especies que se encuentran dentro de este complejo son consideradas de
interés debido a su potencial patogénico (Arrillaga-Moncrieff et al., 2009).

Las principales herramientas moleculares que se emplearon para describir a este
complejo se han basado principalmente en el analisis de las secuencias que
codifican para los genes de la quitina sintasa, calmodulina y B-tubulina, y también
se han descrito otros complejos de especies ambientales (Marimon et al., 2006.;
Lopes-Bezerra et al., 2006.; Lopes-Bezerra et al., 2018).



También se pueden diferenciar basandose en sus caracteristicas macroscopicas,
asimilacion de sacarosa y rafinosa, asi como su crecimiento a 37°C (Marimon et
al., 2007).

5. brasiliensis

Figura 2. Complejo Sporothrix. Miembros del clado clinico
de Sporothrix, basado en andlisis de secuencia del gen que
codifica para calmodulina.

La esporotricosis es causada por la inoculacién traumatica del hongo existente en
materia organica y los suelos, por astillas de madera de algunos arboles (Marimon
et al., 2008), y recientemente se ha descrito por contacto o rasgufios por gatos y
ocasionalmente puede ser inhalado o llegar a la conjuntiva. Las personas
inmunodeprimidas suelen sufrir lesiones extensas y mudltiples (Durden et al.,
1997). Las poblaciones mas vulnerables son campesinos, amas de casa y
menores de 15 afios.

La esporotricosis se encuentra distribuida en diferentes partes del mundo. En el
continente americano tiene mayor prevalencia en Brasil, México, Colombia, Peru,
Uruguay, Venezuela, Costa Rica, Guatemala y los Estados Unidos de

Norteamérica.



En México, ocupa el segundo lugar entre las micosis subcutaneas, después del
micetoma, siendo las entidades con mas casos confirmados la Ciudad de México y
Jalisco, seguido por Guanajuato (con una mayor incidencia en Acambaro y
Dolores Hidalgo), Puebla, Nayarit y San Luis Potosi (Macotela-Ruiz E,
Nochebuena-Ramos E, 2006; Carrada-Bravo, 2012).

Para el tratamiento de esta enfermedad se han empleado diferentes drogas,
incluyendo yoduro de potasio, itraconazol, terbinafina, fluconazol y anfotericina B
(Song et al., 2011). El tratamiento utilizado dependera de la condicién clinica de la
persona, la extension de las lesiones cutaneas, la evaluacion de las interacciones
entre medicamentos, y los eventos adversos y afectacién sistémica. Algunas
contraindicaciones que se han observado son: nauseas, vomitos y diarrea, dolor
de cabeza, dolor abdominal, reacciones de hipersensibilidad y disfuncion hepética,

(L6pez-Romero et al., 2011).

Pared celular de Sporothrix schenckii

Los hongos poseen una pared celular, esencial para la integridad y forma de las
células (Klis, 1994). La rigidez de la pared no solo protege a la célula de
agresiones fisicas externas, sino que también resiste la presion y evita la lisis de la
célula cuando ocurren descensos en la osmolaridad del medio. Actia como
barrera frente a sustancias potencialmente dafiinas del medio ambiente,
proporciona una estructura donde las proteinas integrales de pared pueden ser
ancladas sirviendo para la exposicion de proteinas que juegan un papel importante
en interacciones célula-célula, mediando de esta manera varios procesos

asociados con la patogénesis de estos microorganismos.

La pared celular, que constituye aproximadamente un 30% del peso seco de la
célula (Valentin et al., 1987), esta compuesta principalmente por tres clases de
polisacaridos: manosa unida covalentemente a péptidos (manoproteinas), glucosa,
y N-acetil-glucosamina (quitina), formando una estructura con dos capas, donde

las proteinas estan mayoritariamente en la superficie externa y el glucano en la
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parte interna (Fleet,1991; Klis, 1994). Los distintos componentes de la pared son
sintetizados tanto en la membrana plasmética, como a través de pasos sucesivos

durante la ruta de secrecion, en el caso de proteinas de la pared celular.

La pared de S. schenckii esta formada por glucanas solubles e insolubles en alcali,
y se presentan en las dos morfologias del microorganismo. Se han identificado
glucanas solubles en élcali con enlaces B1,3- (44%), B1,6- (28%) y B1,4- (28%), y
glucanas insolubles en alcali con enlaces B1,3- (66%), B1,6- (29%) y B1,4- (5%)
(Previato et al., 1979).

De la pared celular de la fase levaduriforme de S. schenckii se aisl6 una
glicoproteina denominada peptidoramnomanana, conteniendo ramnosa 33.5%,
manosa 57% y proteinas 14.2% (Lloyd y Bitoon, 1971), es de interés encontrar
ramnosa ya que este azlcar es muy raro en otros patdégenos de humano (Barros
et al., 2011). En la superficie del hongo se han detectado residuos de galactosa
(Previato et al., 1979). También se encontré presencia de residuos de acido

glucurénico en una fraccion acidica de ramnomananas (Gorin et al., 1977).

Otro componente que se ha descrito en la pared celular de levaduras de S.
schenckii es una glicoproteina de 70 kDa, conocida como Gp70, la cual se
encuentra distribuida a lo largo de la pared celular y se le atribuye una regulacion

en la adhesion a células del hospedero (L6pez-Romero et al., 2011).

Glicosilacién de proteinas

Las glicoproteinas de la pared celular son necesarias para las funciones vitales,
como soporte estructural, transduccion de sefales, y biosintesis de la pared
celular.

La glicosilacién de proteinas es el proceso donde de manera seriada se adicionan
carbohidratos a una proteina. Existen varios tipos de glicoproteinas, de las cuales
dos son las méas abundantes: las N-glicoproteinas y las O-glicoproteinas. En las N-

glicoproteinas, los oligosacéaridos se unen al grupo amino de la cadena lateral de
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residuos de asparagina de la proteina naciente. En las O-glicoproteinas, las
glicanas se unen al grupo hidroxilo de las cadenas laterales de los a residuos de
Ser y/o Thr de la proteina naciente (Gentzsch, M. y Tanner, W. 1997).

Las N-glicoproteinas constituyen la clase principal de glicoproteinas, tanto
circulantes como unidas a membranas. La diferencia entre ellas esta dada
fundamentalmente por dos elementos: su biosintesis y la naturaleza de los
aminoéacidos unidos a la cadena de oligosacaridos (Murray et al., 2001).

Todos los N-glicanos comparten un pentasacarido nuclear comuan, el
MansGIcNAcC,, sin embargo, difieren en sus ramas externas, las cuales pueden ser

muy variadas y complejas.

Sintesis de N-glicanos

La biosintesis de los N-glicanos inicia de modo co-traduccional, es decir que los
carbohidratos se adicionan al mismo tiempo que el péptido se sintetiza en los
ribosomas, en un proceso muy conservado en todos los eucariotes. El primer paso
tiene lugar en la cara citosolica del reticulo endopldsmico, donde se sintetiza el
glicolipido Dol-P-MansGIcNAc,, seguido de una etapa en la cara luminal donde el
glicolipido que se genera es Dol-P-GlczMangGIcNAc,, conocido como el precursor
de N-glicanas (Herscovics y Orlean, 1993;. Lehle et al, 2006). Este precursor se
transfiere al residuo de Asn de la secuencia Asn-X-Ser/Thr del polipéptido que se
esta sintetizando, donde el amino&cido X puede ser cualquiera excepto prolina
(Kornfeld y Kornfeld, 1985; De Praeter et al., 2000).

Una vez que el N-glicano se encuentra en la proteina es procesado por a-
glucosidasas | y Il del reticulo endopldsmico, que remueven una al,2-glucosa
externa y los dos residuos de glucosa restantes, respectivamente (Frade-Pérez et
al., 2010; Robledo-Ortiz et al., 2012), y por una al,2-manosidasa que elimina un
residuo de al,2-manosa, generando el MangGIcNAc, (Mora-Montes et al., 2010b).
Posteriormente las glicoproteinas son transportadas al aparto de Golgi, donde

seran modificadas por una serie de glicosiltransferasas.



Manosiltransferasas

En S. cerevisiae se ha estudiado detalladamente el proceso de la N-glicosilacion, y
se ha visto que las manosiltransferasas del aparato de Golgi son las responsables
de la elaboraciéon de los N-glicanos. La primera reaccion es catalizada por una
al,6-manosiltransferasa Ochl, seguida por la accion de los complejos de al,6-
manosiltransferasas MolP-1 y MolP-II (Sean, 2001). El producto del gen OCH1 es
responsable de adicionar el primer residuo de al,6-manosa, el cual inicia la
elaboracion de la cadena exterior en el aparato de Golgi (Ballou, 1990; Nakayama
et al., 1992; Gaynor et al., 1994; Nakayama et al., 1997).

El genoma de S. schenckii muestra ortélogos de los genes que codifican para
enzimas de la familia OCH1, incluyendo OCH2, OCH3 y OCHA4.

En diferentes organismos se han realizado estudios para observar la participacion
de los ort6logos de estas manosiltransferasas en el procesamiento de
glicoporoteinas N-glicosiladas. En S. cerevisiae, la ausencia del gen OCH1
generd cepas con termosensibilidad, sensibilidad a agentes que dafian pared y
ausencia de residuos de al,6-manosa en las N-glicanas (Nakayama et al., 1992;
Nakanishi-Shindo et al., 1993).

Posteriormente se han hecho estudios de OCH1 en Yarrowia lipolytica,
Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha, Candida albicans, Ogataea minuta,
Aspergillus fumigatus, Neurospora crassa, entre otros (Barnay-Verdier et al., 2004;
Bates et al., 2006; Kim et al.,2006; Kuroda et al., 2006; Lambou et al., 2010; Maddi
and Free,2010; Zanni et al., 2009).

Lo que se ha observado es que el producto del gen OCHL1 esta involucrado en
morfogénesis, biosintesis de pared celular, y en algunos organismos afecta la

virulencia.



Respuestainmune

En las células fungicas la pared celular juega un papel muy importante durante la
interaccion patdégeno-hospedero, ya que es el primer punto de contacto con el
hospedero, modulando en gran manera la respuesta inmunitaria.

Esta modulacion de la respuesta inmunitaria se debe principalmente a que
algunos componentes de la pared del patbgeno (PAMP’s) son reconocidos como
extrafios para las células del sistema inmune, desencadenando una sefializacion y
secrecion de citocinas pro y anti-inflamatorias. Los mecanismos inmunoldgicos
implicados en la prevencion y control de las infecciones de S. schenckii no se

conocen a detalle hasta la fecha.

Estudios recientes han demostrado que los extractos de lipidos de la forma de
levadura de S. schenckii se unen a TLR4, y esta interaccion conduce a la
induccion de una explosion oxidativa contra el hongo (Sassa et al., 2012). Algunos
autores especulan sobre el hecho de que TLR4 podria ser el receptor principal
para el reconocimiento de S. schenckii de origen cutdneo e inducir una fuerte

respuesta inmune (Uenotsuchi et al., 2006).

La inmunidad mediada por células T se ha descrito como la principal defensa
contra S. schenckii. En infecciones experimentales con ratones se ha visto una
mayor susceptibilidad a la esporotricosis, y la inmunidad adquirida contra S.
schenckii esta mediada principalmente por los macréfagos que han sido activados

por las células T (Hachisuka y Sasai, 1981).


http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2012.00409/full#B37

ANTECEDENTES

La pared celular de S. schenckii estd compuesta de polimeros de azucar y
glicoproteinas, los cuales representan aproximadamente el 80 y 20% del peso

seco, respectivamente (Previato et al., 1979).

En cuanto a la estructura de las glicoproteinas, se ha descrito que estan
compuestas principalmente de manosa, ramnosa y galactosa las cuales forman,
entre otros oligosacaridos, la péptidoramnomanana, la galactomanana y la
peptidoramnogalactana (Lloyd y Bitoon, 1971; Mendonca et al., 1976; Mendonca y
Previato, 1980; Nakamura, 1976).

En el grupo de trabajo se han reportado nuevos datos de la composicion de la
pared de S. schenckii, por ejemplo: un 18.5 % de proteina en pared, una mayor
porosidad de pared de los conidios, seguido de levaduras e hifas. (Martinez-
Alvarez, et al., 2017).

En cuanto a las enzimas que se encuentran dentro de las rutas de glicosilacion,
han sido poco estudiadas en S. schenckii. Sin embargo debido a que se han
encontrado las secuencias de los ortélogos de algunos genes, se puede suponer
que estas rutas existen en el hongo. Se tienen evidencias en la ruta de N-
glicosilacion de  a-glucosidasas, a1,2-manosidasas,  ROT2 vy a1,2-
manosiltransferasas del RE, a1,2-manosidasas IA, IB, e IC del aparato de Golgi, y
glicoproteinas que participan en el control de calidad de glicoproteinas del reticulo
endoplasmico, EDEMs, (Mora Montes et al., 2010b; Torres Rodriguez et al., 2012;
Robledo-Ortiz et al., 2012; Hernandez-Cervantes et al., 2012; Lopes-Bezerra et al.,
2015).

En lo que respecta a la interaccion con componentes del sistema inmune, se ha
observado que el reconocimiento de S. schenckii es dependiente de la morfologia
celular. También se ha demostrado que Dectina-1 y el receptor de manosa MR

estan parcialmente involucrados en el reconocimiento del hongo. En cuanto al
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receptor TLR2, éste esta parcialmente involucrado en el reconocimiento de las
células fungicas, detectando B-glucanas, mientras que TLR4 sensa glicanos O-
ligados. Estos experimentos se realizaron con células mononucleadas de sangre

periférica humana (hPMBC’s; Martinez-Alvarez, et al., 2017).
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JUSTIFICACION

En Sporothrix schenckii han sido poco estudiadas las enzimas que participan en
las vias biosintéticas de glicosilacion de proteinas. En hongos patdégenos este
proceso juega un papel fundamental para la integridad de pared celular, virulencia

y reconocimiento inmune.

Durante la N-glicosilacion, la a1,6-manosiltransferasa codificada por el gen OCH1
es la encargada de iniciar la adicion de residuos de manosa. Es de interés el
conocer la importancia de la actividad de esta enzima, y como participa en la
virulencia y respuesta inmune durante la interaccion de Sporothrix schenckii con el

hospedero.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la relevancia de la N-glicosilacion en la virulencia y el reconocimiento

inmune de Sporothrix schenckii.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Aislar y caracterizar funcionalmente el gen OCH1 de S. schenckii.

» Silenciar el gen OCH1 en S. schenckii .

* Caracterizar las transformantes obtenidas, asi como determinar la
interaccién entre células silenciadas y PBMCs humanos, para establecer la
importancia del gen en la interaccion S. schenckii-células del sistema

inmune innato.
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MATERIALES Y METODOS

Material Biolégico. Los microorganismos utilizados para el desarrollo de este

trabajo se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Microorganismos utilizados y generados en este estudio

Cepa Organismo Genotipo

1099-18 ATCC MYA 4821 S. schenckii Silvestre

BY4741 S. cerevisiae MATa; his3A 1; leu2A 0; met15A 0; ura3A 0

ScochlA ura S. cerevisiae BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; metl5A0;
ura340; YGL038c::kanMX4

Scochl1A ura” S. cerevisiae Como ScochlA ura™ pero transformada con
PYES2

ScochlA +OCH1 S. cerevisiae Como ScochlA ura™ pero transformada
con pYES-OCH1

ScochlA + Ssochl S. cerevisiae Como ScochlA ura’ pero transformada
con pYES-SsOCH1

AGL1 A. tumefaciens  AGLO (C58 pTiBo542) recA::bla, T-region
deleted Mop(+) Cb(R)

AGL1-2N A. tumefaciens = Como Agll pero transformada con 2NpC

Ssoch1-10 S. schenckii Cepa silenciada en el gen OCH1

Ssochl-2.2 S. schenckii Cepa silenciada en el gen OCH1
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Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados se describen a continuacioén:

Medio YPD. Este medio fue utilizado para crecer a S. schenckii y se prepar6 con:
0.3 % extracto de levadura, 1% peptona de gelatina, 3% glucosa. Ajustando pH a
7.8 con hidréxido de sodio 5N para diferenciacion a levadura y pH a 4.5 con &cido

sulfarico para diferenciacién a micelio.

Medio SC. Base nitrogenada de levadura con sulfato de amonio sin aminoacidos
0.67% plv, dextrosa 2% p/v y mezcla de suplemento completo sin uracilo 0.077%
p/v. Para crecimiento de cepas con auxotrofia a uridina (ura’) se suplement6 con
uridina 100mg/mL. Cuando se requiri6 se le adicion6 agarosa al 2%.

Para los ensayos de azul Alciano se utiliz6 el medio suplementado con 2%

galactosa y 3% rafinosa.

Medio LB. Se utilizé para la propagacion de E. coli DH5a y AGL1, se prepar6 con
peptona 1%, extracto de levadura 0.5% y NaCl 1.0%, suplementado con ampicilina
y/o kanamicina 100 pg mL™?, los cultivos se incubaron a 37°C con agitacion
constante a 200 rpm durante 24 h para E. coli y 28°C con agitacion constante a

200 rpm durante 24 h para AGL1. Cuando se requirio se adicion6 2% de agar.

Medio minimo para Agrobacterium tumefaciens

Este medio de cultivo se empled para la induccién y co-cultivo de A. tumefaciens
durante la transformacion de S. schenckii. Se prepar6 con amortiguador de
fosfatos 20X (100mL); 6 g K;HPO,4y 2 g NaH,PO4, solucion salina 20X (100mL); 2
g NH4CI, 6 g MgS04.7H20, 0.3 g KClI, 0.02 g CaCI2 y 0.005 g FeS0O4.7H20. Se
ajusto el pH a 7.0 con HCI. Medio de induccion; suplementado con 200 uM de
acetosiringona. Medio de co-cultivo; Se prepar6 medio de inducciéon con agar
bacteriologico al 2%. Medio de seleccion; Medio solido YPD pH 4.5

suplementado con higromicina 400 ug mL™ y cefotaxima 200 uM

14



Soluciones

Polietilenglicol/Cloruro de Magnesio (PEG 8000 30%/MgCl, 30mM). Esta
solucién se utilizd para limpiar los productos de PCR y restricciones enzimaticas.
Para prepararla se disolvieron 30 g de PEG 8000 en aproximadamente 70mL de
agua destilada, posteriormente se llevé a un volumen final de 90mL, se esterilizo y
se le adicionaron 10mL de cloruro de magnesio 0.3 M. Esta solucion se mantuvo a
4°C, o se guardo en alicuotas a —20°C (Garcia M., et al., 2008).

Tris-EDTA-NaOH- SDS (TENS). Esta solucion se empled para la obtencién del
ADN plasmidico. La composicion de esta solucidon es la siguiente: amortiguador
TE 1X; conteniendo 0.1 N de hidroxido de sodio (NaOH) y dodecil sulfato de sodio
(SDS) al 0.5%.

Tris-base-acetato-EDTA (TAE). El TAE se utiliz6 como amortiguador de corrida
para la electroforesis de DNA y para la preparacion de la agarosa. Se prepard 1L
de solucion concentrada de 50X, cuya composicion es la siguiente: Tris base 2M,
57.1mL de &cido acético glacial y 100mL de EDTA 0.5M.

Amortiguador de Fosfatos (PBS). Se prepar6 1L de solucion 10X, cuya
composicién es la siguiente: 80.1 g de NaCl, 2 g de KCI, 14.4 g de Na,HPO4 y 2.7
g de KH,PO4, disolver en 800 mL de agua mQ y ajustar pH a 7.4 con HCI. Llevar
a un volumen final de 1L y autoclavear. La solucion que se emplea es 1X.

Amortiguador TE. Se emple6 para precipitar fragmentos de PCR vy restricciones

enzimaticas, se prepard una solucion 10X que contiene 100 mM Tris-HCl y 10 mM

EDTA (pH 8.0). Se esterilizé por autoclave. La solucion que se emple6 es 1X.
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Oligonucleodtidos
Los oligonucleétidos que se utilizaron para los experimentos de biologia molecular

se describen a continuacion:

Tabla 2. Secuencia de los oligonucledétidos utilizados durante este estudio, se
presentan en sentido 5'-3'.

Nombre Secuencia 5' -3 Caracteristicas
OchlD aagcttatgctcaccttcaagcgg

Gen OCH1 SS09317
OchlR gctagcttactcctgctgcetcgece
gdp D ggcgacctcgtattgggaatc Promotor Ppdg y secuencia
Hph-R ctattcctttgcectcggacgag interna del marcador Hyg 970

Sentido och1D

Sentido och1R

Antisentido och1D

Antisentido och1R

PtrpC D-Pstl
TtrpC R-Sacl
OCH1qgD

OCH1gR

OCH1sentgRT D
OCH1sentgRT R
L6 D
L6 R
OCH2sentgRT D
OCH2sentgRT R
OCHS3sentqRT D

OCH3sentgRT R

ctcgagttacatcaccacccgctcacata
aagctttcggtaatgacctcgtggatga
agatcttcggtaatgacctcgtggatga
aggcctttacatcaccacccgctcacata
ctgcagatgccagttgttcccagtgatc
gagctccctctaaacaagtgtacctgtgceatt
cagattgtcacgcacatcac
cgtcgttgaagtagccaaag
ccgtcaatagcatcacaagg

cagcttgtcgtagagggtca

attgcgacatcagagaagg

tcgaccttcttgatgttgg
tcgacttctaccgcaatgtg

ctcgtcgatctcaacaccaa
ccttttacgccttcttcteg

gcattgtcacggtcactttc

pb

SS09317 444pb

SS09317 444pb

Promotor PtrpC y Terminador
TtrpC del vector pSilentl

SS09317 139pb expresion
SsOCH1

SS09317 171 pb ndmero de
copias SSOCH1

Proteina ribosomal L6e
(SS09488)

SS03245 188 pb expresién
SsOCH2

SS02495 241 pb expresion
SsOCH3
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OCH4sentqRT D tgcacctcaatgagcaagac SS09242 179 pb expresion
SsOCH4

OCH4sentgRT R cgttgtcgtcgtgtcaaact

Métodos

Crecimiento y mantenimiento de organismos. Los cultivos de S. schenckii se
incubaron a 28°C, en medio liquido YPD pH 4.5 con agitacion rotatoria 200 rpm
para la obtencion de micelio. Para la morfologia de levadura se incubaron en
medio YPD pH 7.8 con agitacion rotatoria a una temperatura de 37°C. Para la
conservacion de la cepa, de un cultivo de conidios de 5-7 dias en medio YPD agar
pH 4.5, la suspension se centrifuga a 1370 x g durante 10 min. Los conidios se
lavaron con agua destilada estéril o PBS, se resuspendieron en glicerol al 30 %
(v/v) y se mantuvieron a -70°C. Estos conidios se emplearon como inoculo para

los cultivos.

Los cultivos de S. cerevisiae fueron crecidos a 28°C en medio YPD, las cepas Ura’
fueron crecidas en medio suplementado con uridina. Para crecimiento de las
cepas en los ensayos de unién de azul Alciano se utilizé6 medio SC suplementado
con 2% de glucosa y YNB suplementado con 2% de galactosa y 3% rafinosa

A. tumefaciens la cepa AGL-1, fue crecida a 28°C durante 2 dias en medio LB
suplementado con ampicilina (100 pg mL™). Para las cepas transformadas con el
vector binario apropiado, fueron crecidas a 28°C durante 2 dias en medio LB

suplementado con ampicilina (100 ug mL™) y kanamicina (100 yg mL™).
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Aislamiento de acidos nucleicos

Extraccion de DNA gendmico de S. cerevisiae. Se Obtuvieron las células de S.
cerevisiae de un cultivo de toda la noche (YPD, 28°C y 200 rpm). Se centrifugaron
y la pastilla se resuspendié en 500 uL del regulador de lisis (SDS, 1%; EDTA, 50
mM, Tris pH 8.0, 100 mM). Posteriormente se rompieron las células
mecanicamente usando perlas de vidrio y agitando las muestras en vortex durante
3 min. Se afadieron 275 pL de acetato de amonio 7 M y se incubaron las
muestras a 65°C por 5 min y en bafio de hielo por otros 5 min. Se adicionaron 500
puL de mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se realizd la extraccion
agitando por inversion y centrifugando durante 10 min a 9485 x g. Se recupero la
fase acuosa, se adicioné un volumen de isopropanol y se incub6 a -20°C durante
10 min. ElI DNA se recupero por centrifugacion a 9485 x g por 10 min, se retiré el
sobrenadante y se lavo la pastilla dos veces con etanol al 70%. Una vez se hubo

secado, el DNA se resuspendi6 en 100 L de agua con RNAsa (10 pg mL™).

Extraccion de DNA plasmidico. Modificacién del protocolo de Chen Zhou, et al.,
1990. El medio de cultivo donde se crecid la bacteria se centrifugé hasta formar
una pastilla, posteriormente se resuspendio en 50uL del propio sobrenadante. Se
Afadiieron 5uL de RNAasa (10 ug mL™) a cada muestra (previamente hervir la
RNAasa diez minutos). Se agregaron 300uL de la solucién TENS y se mezlc6 por
inversion. En este paso se rompen las células. Se incub6 cinco minutos a
temperatura ambiente, para dar tiempo a que se rompan todas las bacterias y la
RNAasa trabaje. Se agregaron 150uL de acetato de sodio 3M pH 5.2, y se mezclo
por inversion. En este punto se precipitara el DNA gendomico, las proteinas y los
lipidos. Se centrifugd por 5 minutos a velocidad maxima de la microcentrifuga. Se
transfirid el sobrenadante, que contiene el DNA plasmidico de nuestro interés, a
un tubo nuevo, se agregaron 900uL de etanol al 100% (-20°C), y se mezcl6 por
inversion suavemente. En este paso se precipita el DNA plasmidico. Se centrifugé
2 minutos a maxima velocidad en la microcentrifuga. Se elimind el sobrenadante
con mucho cuidado con una punta de 1mL. Se lavo el precipitado con 400uL de

etanol al 70% (-20°C), para eliminar el exceso de sales, se centrifugd para formar
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una pastilla (un pulso solamente). La pastilla se lavé por segunda vez con etanol al
70% y se seco al aire durante 5 minutos. El precipitado se resuspendi6 en 35uL de

agua desionizada estéril.

Extraccion de DNA gendmico de S. schenckii. El micelio se trituré en nitrdgeno
liquido con la ayuda de un mortero. Aproximadamente 0.5 mL (polvo). Se
afiadieron 400 uL de amortiguador de extraccion (0.4 M NacCl, 10 mM Tris-HCI pH
8, 2 mM EDTA, pH 8). Se le agregaron 80 pL SDS al 10% + 8 puL proteinasa Ky se
incubdé por 1 h a 60°C, posteriormente se le agregé 320 uL de NaCl 5M y se
centrifugd por 30 min a 9485 x g. El sobrenadante se vertié en un tubo nuevo. Se
le adicionaron 0.6 volumenes de isopropanol y se incubd6 por 10 min a temperatura
ambiente. Se centrifugd por 20 min a 9485 x g, se lavo 2 veces con etanol al 70%,
se centrifugd por 5 min y se dej6 secar. El DNA se resuspendié en 35 uL de agua

desionizada + RNAasa (1-2 uL) y se dej6 incubar por 10 min a 37°C.

Extraccién de RNA de S. schenckii. Una vez obtenido el micelio, éste se triturd
con nitrégeno ligquido con la ayuda de un mortero. El polvo obtenido se pasé a
tubos eppendorf. Posteriormente se adicion6 1mL de TRIZOL y la mezcla se
homogenizo6 por inversion. Se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Transcurrido el tiempo de incubacion se adicionaron 200uL de cloroformo y se
agité vigorosamente durante 15 segundos. Se Incubd durante 3 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugé a 9485 x g durante 15 minutos. La fase
acuosa se transfirio a un tubo nuevo y se adicionaron 500 pL de isopropanol,
posteriormente se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
centrifugd a 9485 x g durante 10 minutos. La pastilla obtenida se lavo con 1mL de
etanol al 70%, se centrifugd por 3 min y se dejé secar. El RNA se resuspendi6 en

un volumen minimo de agua DEPC.
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Sintesis de cDNA. Se tom6 una alicuota de RNA total aislado y se le adicionaron:
1uL de Oligo dTyo + 1uL de dNTPs mix 10mM vy se llevé a un volumen final de 10
ML con agua DEPC. Se incubd a 65°C durante 5 minutos. Posteriormente se
colocd en hielo durante 1 minuto. La mezcla para la sintesis de cDNA se preparo
en el orden indicado: 2uL de buffer RT 10x, 4uL de MgCl, 25mM, 2uL de DTT 0.1
M, 1uL de RNAasa OUT, 1uL SuperScript Il RT. Se adicionan 10uL de la Mezcla
a cada tubo y se incubaron (en el caso de Oligo dTyy 50 minutos a 50°C).
Terminando la reaccion de 85°C durante 5 minutos, se colocd en hielo. Se
adicion6 1uL de RNasa H a cada tubo y se incub6d durante 30 minutos a 37°C, y
posteriormente 1uL de RNAasa A durante 30 minutos. EI cDNA obtenido se
sometio a limpieza por columna (Truijillo, E. et al., 2016).

Purificacion de cDNA en columna. (Truijillo, E., et al., 2016) Se tomaron 20 pL de
cDNA y se mezclaron con 20 pL de solucién de isotiocianato de guanidina
(isotiocianato de guanidina 3M y acetato de sodio 30 mM, ajustado a pH 5 con
acido aceético glacial) y 20 uL de solucién de acetato de potasio (acetato de potasio
1.5 M, ajustado a pH 5 con acido acético glacial) (Xu et al., 2011). Esta mezcla se
coloco en columnas de silice para purificacion de DNA plasmidico (Quiagen), y se
centrifugd a 9485 x g durante 2 min. El eluido se precipité con etanol absoluto
dejando reposar durante 40 min a -20°C, posteriormente se centrifugd la muestra
a 10000 x g durante 10 min, se realizaron dos lavados de la pastilla con etanol al
70%, centrifugando a 9485 x g durante 1 min, entre lavados. Finalmente, se dejé
secar la pastilla a temperatura ambiente y se resuspendié en 15 yL de agua-DEPC

calentada a 60 °C.

Cuantificacién de Acidos Nucléicos. EI DNA genomico, RNA total y cDNA
obtenidos fueron cuantificados por espectrofotometria utilizando un NanoDrop
2000c spectrophotometer (Thermo Scientific). Se utilizaron 2 yL de muestra para

realizar la medicién utilizando agua-DEPC como blanco.
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PCR

Para realizar la reaccién en cadena de la polimerasa se requirié de : 100 ng uL™* a
200 nguL™ del DNA o cDNA aislado, 15 pg pL* de los oligonucleétidos
especificos (reverso y directo), 2.5 pyL de amortiguador 10X DreamTaq ( MgCl,
20mM), 0.5 pL de deoxinucleétidos trifosfatos (ANTPs) 2.5 mM, y 0.2 pL de la
enzima (DreamTaq 5U uL™), la reaccién se llevé a un volumen final de 25uL con
agua libre de DNasa y RNasa.

PCR en tiempo real. Para esta reaccion se utiliz6 cDNA purificado por columna a
una concentracion de 200 ng pL". Para la mezcla control (20 yL por reaccion) se
utilizé: 10 yL de Fast SYBR Green Master Mix (Colorante SYBR® Green |, DNA
polimerasa AmpliTaq® Fast, uracil-DNA glicosilasa, ROX, dNTPs y regulador de
componentes optimizado) (Applied Biosystems), 0.4 uL de cada oligonucleétido
(10 uM) y 9.2 yL de agua DEPC. Para la mezcla problema se utilizé: 10 yL de Fast
SYBR Green Master Mix, 0.4 pyL de cada oligonucledtido y 4.2 yL de agua DEPC.
A cada pozo problema se adicionaron 15 uL de la mezcla y posteriormente 5 pL
de cDNA segun la muestra a analizar, finalmente se cubri6 la placa (MicroAmp®
Fast Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL; Life technologies) con el film
(MicroAmp® Optical Adhesive Film; Life Technologies). La placa se analizé en un
equipo de PCR en Tiempo real (StepOne plus, Life Technologies), en un programa

de cT comparativo.

Electroforesis de Acidos Nucleicos. La separacion de los acidos nucleicos se
realiz6 mediante electroforesis horizontal, cargando una alicuota en un gel de
agarosa. Cada muestra contenia el acido nucleico y amortiguador de carga 6X
(ésta se preparé con 0.25% p/v de orange G y 30% de glicerol estéril en agua
desionizada estéril) en proporcion (3:1) v/v. La concentracion de agarosa del gel
vario (0.8% a 1%) en funcién del tamafio del acido nucleico. Para la deteccion de
éste se empled bromuro de etidio a una concentracién de 20 ng uL™* , el cual se
polimerizé junto con la agarosa. Como amortiguador de la disolucion de la agarosa

y de corrida de la electroforesis se emple6 TAE 1X y como marcadores de peso
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molecular se emplearon marcadores lineales de 1Kb (Fermentas). Los geles

fueron analizados en un foto-documentador ChemiDoc XRS+System (BIO-RAD)

Purificacion de fragmentos obtenidos mediante PCR vy restriccién. Los
fragmentos obtenidos de las diferentes amplificaciones por PCR y productos de
digestion enzimética fueron purificados mediante amortiguador TE y solucion PEG
al 30%, MgCl, 30mM. Al material genético de interés se le adicionaron tres
volimenes de PEG al 30% conteniendo MgCl, 30mM y dos volumenes de TE.
Posteriormente se centrifugd a una velocidad de 9485 x g durante 15 minutos. Se
deseché el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en el volumen necesario de
amortiguador TE o agua estéril. La calidad del material genético se observé en gel

de agarosa al 0.8%.

Transformaciéon de S. cerevisiae. Las cepas de S. cerevisiae se transformaron
por el método del acetato de litio. Se crecié un preindculo de las cepas a
transformar en 10 mL de medio YPD-uridina en un tubo Falcon de 50 mL a 28°C
durante toda la noche con agitacion constante de 200 rpm. Se inocularon 50 mL
de medio YPD-uridina con 1 mL del preinéculo y se creciéo por 4 a 5 h con
agitacion constante de 200 rpm y a 28°C, hasta alcanzar una DOgoonm= 0.8. Las
células se cosecharon por centrifugacion y se realizaron dos lavados con 25 mL
de agua desionizada estéril y uno mas con 1 mL de acetato de litio 0.1 M y el
paquete celular se resuspendié en 600 uL de acetato de litio 0.1 M, de los cuales
se tomaron 200 pL y se centrifugaron a 1200 rpm en una microcentrifuga durante
1 min. El paquete celular se resuspendi6é en 240 uL de polietilenglicol 4000 al 50%
p/v y se adicionaron 36 pL de acetato de litio 1 M y 10 pL de DNA de esperma de
arenque (10 mg mL-1), previamente desnaturalizado a 94°C por 10 min. La mezcla
de transformacion se coloco en hielo y se adicionaron 50-75 pL de la construccion
apropiada. Posteriormente se incub6 en bafio de agua a 30°C durante 40 min e
inmediatamente se transfiri6 a un bafio de agua a 42°C durante 20 min. Las
células se cosecharon por centrifugacion a 9485 x g durante 1 min y se

resuspendieron en 600 puL de agua desionizada estéril. Finalmente se sembraron
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200 pL de la mezcla de transformacion en cajas de Petri con medio minimo SC

sélido. Las cajas de incubaron de 3 a 5 dias a 28°C.

Ensayo de union al colorante azul Alciano. Se preparo un preinoculo para cada
una de las cepas de S. cerevisiae, creciéndolas en 50 mL de medio SC
suplementado con rafinosa y galactosa en un matraz Erlenmeyer de 250 mL
durante 16 horas a 28°C y 200 rpm. Posteriormente, se cosecharon las células por
centrifugacion a 9485 x g durante 5 min y se lavé la pastilla dos veces con 20 mL
de agua desionizada. La pastilla se resuspendié finalmente en 1mL de agua
desionizada. Se ajustaron las células a una DOgoonm= 0.18 - 0.22 en el tubo
Falcon, se tomd 1mL de la suspension celular y se centrifugd a 9485 x g durante 2
min, se retiré el sobrenadante y se agregd 1 mL de la solucion de azul Alciano (30
pg/mL en HCI 0.02N). Se dejé incubar por 10 min a temperatura ambiente, se
centrifugaron a 9485 x g durante 2 min y se ley6 el sobrenadante a DOgyo Se
realiz6 una curva de calibracion del colorante azul Alciano utilizando

concentraciones de entre 0y 30 pg/mL.

Ensayos de sensibilidad a perturbadores de pared. Se estudié el efecto de
sustancias que afectan especificamente el ensamblaje de la pared celular o la
sintesis de sus componentes, las distintas cepas a estudiar se crecieron bajo las
mismas condiciones utilizadas para el ensayo de union al colorante azul Alciano,
una vez obtenido el cultivo se colectdé mediante centrifugacién y las células se
ajustaron a concentraciones de 1x10? a 1x10’ células/mL, se colocé una gota de
5uL de dichas suspensiones en placas que contenfan 10 pg mL™ de rojo Congo;

26.6 pg mLde blanco de calcofltor y 40 ug mL™ de higromicina B.

Transformacion de A. tumefaciens. Células competentes. Se inocularon 5mL de
LB suplementado con ampicilina 100 ug mL™, con 40uL de la cepa en stock con
glicerol AGL-1 de A. tumefaciens. Se incubo toda la noche a 28°C con agitacion
(250 rpm). Posteriormente se inocularon 2mL de este cultivo a 50mL de medio LB

suplementado con ampicilina 100 pg mL™, se incubé a 28°C con agitacién durante
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aproximadamente 8 h hasta una DOgoonm de 0.6, y después se coloco el matraz en
hielo durante 5 minutos. Se obtuvo la pastilla celular centrifugando a 1370 x g a
4°C durante 5 minutos y se resuspendié en 1mL de CaCl, 20mM. Se hicieron
alicuotas de 50pL y se guardaron a -70°C. A una alicuota de células competentes
se le adicionaron 10uL de ADN plasmidico, se mezclo y se congelaron los tubos
en nitrégeno liquido, posteriormente se incubaron los tubos a 37°C durante 5
minutos y se adicionaron 500 pL de LB sin antibiotico. Se incubaron las células 3 h
a 28°C con agitacion. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las células se
sembraron en placas de LB suplementadas con ampicilina y el antibiético de
seleccion del plasmido, en este caso kanamicina. Las placas se incubaron 3 dias

para poder observar transformantes.

Transformacién fungica mediada por A. tumefaciens. Se inoculo la cepa 1099-
18 ATCC MYA 4821 de S. schenckii en medio de cultivo YPD pH 4.5 para la
obtencién de conidios. Dos dias antes de que las esporas estén listas se
inocularon las cepas de Agrobacterium conteniendo el vector binario apropiado en
medio LB con los antibi6ticos correspondientes, se incubaron a 28°C y 200 rpm.
Posteriormente se ajusté la DO a 0.2 (midiendo a 600nm) en medio de induccion
liquido, las células se crecieron durante 4.5 h a 28°C con agitacion y los
antibioticos apropiados. Se incluyeron los controles sin induccién (sin
acetosiringona). Durante la induccion de las bacterias se colectaron las esporas de
S. schenckii y se resuspendieron en medio de induccion, se realiz6 el conteo

celular y se ajusté a una concentracion de 1x10° células /mL.

Los discos de celofan se colocaron sobre las cajas de co-cultivo de tal forma que
no se formaran burbujas, posteriormente se mezclaron 100 pL de cultivo de
Agrobacterium y 100 pL de la suspensién de esporas sobre las membranas de
celofan y se sembraron. Los co-cultivos experimentales contenian 200 pM de
acetosiringona, y se incubaron a 28°C durante 3-4 dias.

Posteriormente, las membranas de celofan se transfirieron a cajas de medio de

cultivo de YPD pH 4.5 para el crecimiento de S. schenckii, conteniendo
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higromicina B (400 pg mL™) como marcador de seleccién y 200 pM de cefotaxima

para matar Agrobacterium. Los cultivos se inocularon de 3-5 dias a 28°C.
Tratamiento de las transformantes. Las colonias se cortaron con un bisturi
estéril y se colocaron en placas de YPD pH 4.5 adicionadas de higromicina B 400

ng mL™* para después incubar éstas durante 3-4 dias a una temperatura de 28°C.

Pases monoconidiales:

Una vez crecida la colonia se cosecharon conidios y se transfirieron a una placa
fresca de YPD con higromicina B 400 pg mL™, se esparcieron con la ayuda de una
varilla de vidrio. Las colonias aisladas se incubaron durante 4 dias a una
temperatura de 28°C y una vez crecidas se inocularon en matraces conteniendo
25 mL de medio YPD pH 7.8 6 pH 4.5 mas higromicina B para la obtencion de
levaduras y micelio, respectivamente. Se incubaron durante 4-5 dias a una
temperatura de 37°C 6 28°C, el cultivo se centrifugd a 1370 x g durante 5 min y se

congel6 a -80 °C para extraccion de DNA gendmico o RNA.

Determinacion de la composiciéon de la pared. Las células fueron lavadas dos
veces con agua desionizada y se realiz6 ruptura mecanica con la ayuda de un
homogenizador celular (precellys® 24) utilizando el programa 4 (con ciclos de
6500rpm y rompimiento de 30 seg). El homogenado se centrifugd, y
posteriormente se llevd a cabo una hidrolisis acida (Mora-Montes et al., 2007). Las
paredes hidrolizadas fueron analizadas por cromatografia de intercambio anidnico
de alta resolucion acoplada a deteccion por amperometria de pulso HPAEC-PAD

(columna PA 100), en un equipo Dionex DX-600.
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Cuantificacion de azucares de pared de S. schenckii
Se prepard un cultivo de 25 mL de YPD pH 7.8 y se dejo en crecimiento con las
condiciones 6ptimas para la obtencion de levaduras durante 4 dias. Se ajusto la

concentracion de células a 1x10° células/mL y fueron tratadas para:

S-eliminaciéon de células. Para obtencién de O-mananas, las células fueron

resuspendidas en 20mL de 0.1 M NaOH e incubadas toda la noche a temperatura
ambiente con agitacion suave, se centrifugaron a 3500 x g durante 5 min, y se
lavaron dos veces con PBS, pH 7.4. El sobrenadante se ajusté a pH 7 con HCI
100 mM.

Tratamiento con endo H. Para la obtencibn N-mananas las células fueron

resuspendidas en 24mL de agua desionizada estéril, 1mL de acetato de sodio 3M
pH 5.2 y 25U de endoglicosidasa H (endoH, New England BioLabs®), la muestra
se incub6 toda la noche a 37° C con agitacion suave, se centrifugé a 1370 x g
durante 5 min, y se lavé dos veces con PBS 1X pH 7.4, el sobrenadante se ajusté
a pH 7 con NaOH 100mM.

Las muestras B eliminadas y tratadas con EndoH se liofilizaron y resuspendieron
en 1mL de agua mQ estéril. Se determiné la cantidad de azucares con el método
de Dubois: para el ensayo se tomaron 100 yL de la muestra tratada a la cual se le
adicionaron 300 pL de fenol al 80% y 2.5 mL de acido sulftrico concentrado. Las
muestras se agitaron e incubaron durante 10 min a temperatura ambiente
protegidas de la luz, se leyé a 490 nm. Se realizé una curva de calibracién donde
se utilizaron diluciones dobles seriadas de un estandar de manosa (1 mg mL™).
(Dubois et al., 1956).

Ensayo de tinciobn con Fluorocromos. Las células fueron tefiidas con
isotiocianato de fluoresceina acoplada a aglutinina germen de trigo (WGA-FITC).
Se obtuvo un cultivo de levaduras de 4 dias de crecimiento. Una vez obtenido el
cultivo las células se cosecharon por centrifugacion a 1700 x g por 5 min y se lavo

la pastilla dos veces con PBS. Posteriormente se ajusté una suspension celular a
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1x10® cel/mL en PBS. Esto se realizé por duplicado, ya que un tubo fue inactivado
por calor. De igual manera a los tubos tratados por calor y sin tratamiento se les
agregaron 100 pL de WGA-FITC SIGMA® (1 mg mL™ en PBS) y se incubaron
protegidos de la luz por 30 min a temperatura ambiente y con agitacion suave. Se
centrifugaron a 9485 x g por 2 min, se retiraron los sobrenadantes y se lavaron las
pastillas dos veces con PBS. Finalmente, las células se resuspendieron en 500 pL
de PBS (Mora-Montes et al.,, 2011). Las muestras se observaron con una
preparacion de 7 pL de la suspension en un microscopio de fluorescencia Zeiss
Axioscope-40 con el programa AxioVs 40 V 4.6.1.0 con una cadmara Axiocam MRc.

Las fotografias fueron tomadas con un aumento de 63x.

Cuantificacion de la fluorescencia de células de Sporothrix. Las imagenes
obtenidas después de la tincion con WGA-FITC fueron analizadas para conteo de
pixeles verdes con la ayuda del programa Adobe Photoshop® CS6, se realizo el
conteo de 100 células en cada condicion (vivas e inactivadas por calor) por cepa.
El porcentaje de fluorescencia se determind con la siguiente formula: [(pixeles
verdes totales — pixeles verdes de fondo) x 100)]/pixeles totales.

Inactivacion de células por calor.

Las células una vez ajustadas a la concentracién requerida fueron inactivadas a
60°C durante 2 horas.

Aislamiento y purificacion de células mononucleares a partir de sangre
periférica (PBMCs). Se tom0 una muestra de 40 mL de sangre de 6 donadores
voluntarios, la cual se obtuvo por puncién venosa en tubos que contenian EDTA.
La sangre contenida en los tubos fue vertida en tubos Falcon (50 mL) estériles y
libres de pirégenos hasta llegar a la marca de 20 mL. Los tubos con EDTA se
lavaron con PBS estéril a temperatura ambiente para rescatar las células
adheridas al tubo y se ajust6 el volumen a 35 mL con PBS, posteriormente se le
agrego 15 mL de HISTOPAQUE ®-1077 SIGMA (ficoll) a temperatura ambiente de
tal manera que el ficoll quedara en la parte inferior del tubo, enseguida se

centrifugd a temperatura ambiente a 874 x g por 20 min sin freno. Se recuperaron
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las células mononucleares con pipetas estériles y nuevas y se colocaron en tubos
Falcon de 50 mL, se agregé PBS estéril frio hasta un volumen de 50 mL y se
centrifugd a 4°C a 874 x g por 10 min. Se elimind el sobrenadante, se agitd
suavemente, se agrego PBS estéril frio hasta un volumen de 30 mL y se centrifugé
a 4°C a 874 x g por 10 min. Finalmente, se resuspendio la pastilla con 5 mL de
RPMI DM. Se tomaron 20 pL de la suspension y de ésta ultima se tomaron 5 pL y
se tifld con 95 pL del colorante azul de metileno al 0.1%, se tomaron 10 pL de

muestra y se cuantificé con el hematocitometro.

Diferenciacion de macrofagos a partir de PBMC. Una vez que se realizo el
aislamiento de las células mononucleadas, se ajustaron a una concentracion de
5x10° cel/mL en RPMI DM y se colocaron en una placa de 24 pozos de fondo
plano en incubacion durante 2 horas a 37°C, con 5% de CO, y 95% de humedad.
Posteriormente se realizaron dos lavados con PBS (estos lavados se realizaron
con PBS a 37°C para evitar despegar las células de la placa) y se adicioné 1mL de
medio X-VIVO suplementado con 10ng mL™? del factor de diferenciacion de
colonias granulociticas-macréfagos (GM-CSF,Sigma®) por pozo, las placas fueron
incubadas durante 8 dias a 37°C, con 5% CO,, haciendo un recambio de medio
cada 3 dias (Netea et al., 2009).

Interacciéon de PBMCs con células de S. schenckii. La concentracion de las
células fue ajustada a 5x10° cel/mL. Los PBMCs fueron preincubados con
conidios, levaduras y germinulas de Sporothrix a 2x10° cel/mL o con RPMI DM
(como control). Después de 24 horas de incubacion a 37°C, con 5% de CO, y 95%
de humedad, los sobrenadantes fueron recuperados y guardados a -20°C para

posteriormente ser analizados en ensayos de ELISA.

Interaccién de macréfagos con células de S. schenckii. Una vez obtenidos los
macréfagos derivados de PBMCs, estos fueron preincubados con levaduras de S.
schenckii a una concentracién de 1x10’ cel/mL, las condiciones de incubacién

fueron dos horas a 37°C, con 5% de CO; y 95% de humedad. Los sobrenadantes
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fueron recuperados y guardados a -20°C para posteriormente ser analizados en

ensayos de ELISA.

Ensayos de ELISA. Los ensayos de ELISA se realizaron con los sobrenadantes
obtenidos de la interaccion de monocitos con células de S. schenckii para la
cuantificacion de las citocinas IL-10, IL-6 y TNF-a, se realizé con el Kit
PEPROTECH. Para IL-1p se realizaron con el Kit R&D. Para los ensayos con los
sobrenadantes obtenidos de la interaccion de macréfagos con células de S.
schenckii  se cuantificaron las citocinas IL-10, IL-6 y TNFa con el Kit
PEPROTECH.

Ensayos de virulencia. Los ensayos de virulencia en larvas del gusano de cera
se realizaron como se describi6 en Mylonakis et al.,, 2005. Brevemente, se
inyectaron directamente en el hemocele de la larva 10 uL de PBS conteniendo
1x10° levaduras con ayuda de una jeringa Hamilton con aguja de 26 gauges. La
inyeccion se realiz6 en el propodio posterior izquierdo de las larvas. El tratamiento
fue igual para cada grupo de 10 larvas, mismas que se incubaron a 37°C después
de la infeccion. La sobrevivencia de las mismas fue monitoreada cada dia durante
15 dias. Como control se incluyé un grupo que sélo fue inyectado con PBS. Los
datos de sobrevivencia fueron graficados y analizados con el programa GraphPad

Prism6.

Determinacion de las unidades formadoras de colonia (UFCs). Para evaluar que el

efecto observado en los ensayos de virulencia corresponde a la dosis del
patdgeno fueron determinadas las UFCs. Las larvas muertas y vivas (en el caso
de las cepas que mostraron baja virulencia) fueron disgregadas en PBS estéril, y
una dilucion 1:100 del sobrenadante obtenido se sembro en placas de YPD pH 4.5
con ampicilina. Las placas fueron incubadas a 28°C y 3 dias después se realiz6 el

conteo de colonias.
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Andlisis estadisticos

Los andlisis de niveles de expresion y numero de copias fueron obtenidos
utiizando el paquete informatico StepOne software v 2.3. Para analisis
comparativos, también se analizaron en Excel para obtener la variacion estandar y
t de student. Para el analisis de estimulacion de citocinas por células
mononucleares y macréfagos se realizod por duplicado con seis donadores sanos,
se realizd la prueba de Mann-Whitney U para establecer la significancia de los
datos, p<0.05. Los ensayos de virulencia fueron analizados con el paquete
informatico del software GraphPad Prim6. Los ensayos de azul Alciano,
cuantificacion de azlUcares de pared y unidades formadoras de colonia se
analizaron para obtener la t de student para establecer la significancia de los
datos, p<0.05.
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RESULTADOS

Aislamiento vy caracterizaciéon funcional del gen OCH1

Aislamiento del marco de lectura abierto (ORF) del gen OCH1l de S.
schenckii.

Como ya se menciond anteriormente en el genoma de S. schenckii se encontré la
secuencia del gen que codifica para la enzima al,6-manosiltransferasa (OCH1)
SS09317, incluyendo también las secuencias de otros miembros de la familia
OCH: OCH2, OCH3 y OCH4 (ver tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de la secuencia nucleotidica de la al,6-
manosiltransferasa (Ochl) de S. schenckii con los demas
miembros de la familia OCH.

Funcién de la proteina S. schenckii % identidad
al,6- manosiltransferasa OCH1 100%
al,6- manosiltransferasa OCH2 50.2 %
al,6- manosiltransferasa OCH3 44.1 %
al,6- manosiltransferasa OCH4 51.6 %

Cuando se realiz6 el andlisis aminoacidico de las secuencias de la familia OCH de
S. schenckii, se observd que muestran un dominio catalitico conservado para
glicosiltransferasas, conteniendo un motivo DXD. Este motivo ha sido descrito de

gran importancia para la adicion de carbohidratos en las glicosiltransferasas.

Ademas, se realiz6 un analisis bioinformético de la secuencia aminoacidica que
codifica para el gen OCH1 (SS09317), que se muestra en la figura 3, y al igual que
otras glicosiltransferasas presenta un unico paso transmembranal del tipo Il en el
extremo amino terminal y un dominio citoplasmatico, muestra un tamafio de 398

aa y un peso estimado de 44kDa.
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Figura 3. Distribucién de los dominios estructurales predichos para la posible
a1,6-manosiltransferasa de S. schenckii. La secuencia aminoacidica del gen que
codifica para OCH1 muestra un dominio catalitico conservado para
glicosiltransferasas, conteniendo un motivo DXD ', un domino citoplasmico l y un

anico paso transmembranal del tipo Il en el extremo amino terminal

También se llevd a cabo un andlisis BLAST con secuencias de otros hongos
donde se han descrito con mayor detalle la al,6-manosiltransferasa (Ochl),
mostrando que tienen un alto porcentaje de identidad con estas secuencias.
Siendo las de N. crassa y A. nidulans (tabla 4) las que muestran un mayor

porcentaje de similitud, con el 70% y 55%, respectivamente.

Tabla 4. Comparacion de la secuencia aminoacidica de la al,6-
manosiltransferasa (Ochl) de S. schenckii con al,6- manosiltransferasa
(Ochl) de otros hongos.

Organismo Identidad
Neurospora Crassa 70%
Aspergillus nidulans 55%
Candida albicans 42%
Saccharomyces cerevisiae 37%

Se observd que la secuencia reportada en la base de datos del genoma de S.
schenckii del DNA genomico predice un tamafo para el gen OCH1 de 1278 pb,

mientras que la secuencia proveniente de cDNA predice un tamafio de 1192 pb,
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sugiriendo que el gen contiene un intron, por lo que el aislamiento del ORF se

realiz6 a partir de cDNA.

Para esto se llevd a cabo la extraccion de RNA total a partir de micelio S.
schenckii (Fig. 4).

| = |

Figura 4. Electroforesis de RNA total
obtenido a partir de micelio de S.
schenckii

Este RNA se utiliz6 para la sintesis de cDNA con oligonucle6tido reverso
especifico (GCTAGCTTACTCCTGCTGCTCGCC ) para lograr la amplificacion del
gen OCH1. Como control positivo de amplificacion se utiliz6 DNA gendémico de S.
schenckii y para comprobar que los oligonucleétidos no estuvieran generando
dimeros se utilizaron por separado en la reaccion de amplificacion (controles d y
r. En la figura 5 podemos observar la diferencia en las amplificaciones para el gen
OCH1 con cDNA y DNA gendmico, con lo que se comprueba que efectivamente la
secuencia posee un intron de 87 pb.
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Figura 5. Productos de amplificacién del ORF del gen OCH1 de S. schenckii
Se puede observar un producto de amplificacién de 1192 pb a partir de cDNA
y 1278 pb a partir de DNAg.

Una vez que se demostrd la amplificacion del ORF de OCHL1, este fragmento se
aislé a partir de cDNA, y se purificé (figura 6). El fragmento fue clonado en el

vector de mantenimiento TOPO 2.1 para su posterior secuenciacion.
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Figura 6. Producto de amplificacién del ORF de OCH1 de S.
schenckii a partir de cDNA. Se puede observar un fragmento
de 1192 pb, el cual fue utilizado posteriormente para la
complementacion funcional de la cepa ScochlA.

La secuencia obtenida se alined con la secuencia reportada en el genoma de S.

schenckii, resultando con un 100% de identidad.
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Complementacion de la mutante nula OCH1 de S. cerevisiae con el gen
SsOCHL1. El siguiente paso, una vez que se obtuvo el ORF del gen SsOCH1, fue
la expresion de éste para demostrar su funcionalidad. Para lograr este proposito
se expresdé el producto del gen SsOCH1 en una mutante de S. cerevisiae
(ScochlA). ElI gen SsOCH1 fue clonado en el vector de expresion para S.
cerevisiae pYES2 (fig. 7).

Con esta construccion se transformaron células de la cepa mutante ScochlA, por
el método de acetato de litio como se describié en materiales y métodos. Una vez
que se obtuvieron células transformantes, se les extrajo DNA gendmico y se
comprobd la presencia del gen SsSOCH1 mediante PCR.

Como controles se utilizaron DNA gendmico de S. schenckii (control positivo) y
DNA genomico de la cepa Scoch1A (control negativo, figura 8)

Figura 7. Comprobacion de la construccion pYES2-SsOCH1. a Construccion
para la expresion del gen SsOCH1 en S. cerevisiae. b Comprobacion de la
construccion pYES2-SsOCH1 por restriccion enzimatica con EcoRI y Hindlll,
se observa un fragmento de 1200 pb aprox.
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Figura 8. Productos de amplificacién del ORF SsOCH1 con DNA gendmico
de las transformantes Scoch1lA+ SsOCHL1.

Efecto de la expresion del gen SsSOCH1 sobre la fosfomanosilacién de la
cepa ScochlA. Como una manera de determinar si SSOCH1 participa en la ruta
de N-glicosilacion y fosfomanosilacién de proteinas, se decidié analizar el nivel de
fosfomananas en la pared celular como un pardmetro indirecto de estas rutas de
glicosilacién. Para cumplir este propdsito se probo la capacidad de las células de
unir el colorante azul Alciano, el cual se une al grupo fosfato de las fosfomananas
(Hobson et al., 2004).

La cepa silvestre BY4741 uni6 129.87 + 2.87 unidades (ug de colorante unido por
las células a una DOgoonm= 1), la cepa ScochlA mostré una union al colorante del
72.14 £+ 8.36, la cepa que tiene reintegrado el gen nativo OCHL1 de S. cerevisiae
mostré 120.11 + 7.27, y la cepa mutante nula a la que se le reintegré el gen
SsOCH1 muestra 128.94 + 5.64 unidades de colorante, reestableciendo

completamente la habilidad de unir el colorante al nivel de la cepa silvestre (fig. 9).
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Estos resultados indicaron que SsOCH1 reestablece el fenotipo de esta mutante
nula a los niveles del tipo silvestre en cuanto a niveles de fosfomanosilacion se

refiere.
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Figura 9. Fosfomanosilacién de la pared celular en cepas de S. cerevisiae. BY4741 cepa
silvestre; Scochl1D, cepa mutante nula ochlA; ScochlD+OCH1, cepa reintegrante con el gen
nativo; Scoch1D+SsOCH1 cepa complementante con el gen SsOCH1.Cepas crecidas en SC
suplementado con rafinosa y galactosa. Los datos representan los promedios + D.S. de tres
experimentos independientes realizados triplicado. * p< 0.05.

Efecto de la expresion del gen SsOCH1 sobre la estructura de la pared de la
cepa ScochlA. Como se menciond anteriormente, la pérdida del gen OCH1
afecta la sensibilidad a agentes perturbadores de la pared celular, como es el caso
de la cepa deficiente en N-manosilacion de C. albicans (Bates et al., 2006).

Para determinar el efecto de la expresion del gen SSOCH1, se probaron diferentes
agentes estresantes de la pared celular, como el Blanco de Calcofltor, que afecta
el ensamblaje de la quitina (Murgui et al., 1985); el rojo Congo que interfiere con la
correcta estructuracion de las glucanas (Kopecka y Gabriel, 1992); e higromicina
B, un inhibidor de la sintesis de proteinas que ha mostrado un efecto negativo en

otras mutantes deficientes en N-glicosilacion (Bates et al., 2006).
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Figura 10. Ensayos de sensibilidad a perturbadores de pared. BY4741, cepa silvestre de S. cerevisiae,
ScochlA mutante en OCH1 de S. cerevisiae, ScochlA +OCH1 reintegrante de S. cerevisiae y ScochlA
+Ssochl complementante de S. cerevisiae con el gen OCH1 de S. schenckii. Las cepas fueron crecidas en
medio SC suplementado con 3% de rafinosa y 2% de galactosa a. SC suplementado con 3% de rafinosa y 2%
de galactosa + 26.6 ug/mL de blanco de clacofluor b. SC suplementado con 3% de rafinosa y 2% de galactosa
+ 10.0 ug/mL de rojo Congo c. SC suplementado con 3% de rafinosa y 2% de galactosa + 40.0 ug mL"* de
higromicina B d.

Los resultados obtenidos muestran que la ausencia del gen OCH1 hace mas
susceptible a la célula al efecto del blanco de Calcofltor (Fig. 10 b), rojo Congo
(Fig. 10 c), e higromicina B (Fig. 10 d), esto se puede observar en la cepa mutante
nula ScochlA. La resistencia a estos perturbadores de pared se puede observar
cuando el gen OCHL1 es reintegrado (en el caso de la cepa ScochlA + OCH1),
incluso cuando la cepa se complementa con el gen SSOCH1 se observa que se
restaura por completo el fenotipo a los niveles de la cepa parental BY4741 (fig.
11).



BY4741
Scoch1A +OCH1

ScochiA
ScochlA +Ssochl

Figura 11. Morfologia de la complementante ScochlA +SsOCHL.
BY4741 cepa silvestre de S. cerevisiae, ScochlA mutante en OCH1 de
S. cerevisiae, ScochlA +OCH1 reintegrante de S. cerevisiae y ScochlA
+Ssochl complementante de S. cerevisiae con el gen OCH1 de S.
schenckii. Microscopia campo claro 63X.

Los resultados obtenidos de los ensayos para la determinacion de niveles de
fosfomanosilacién, y sensibilidad a perturbadores de pared celular indican que el
gen OCH1 aislado de S. schenckii es capaz de restaurar el fenotipo de la cepa
mutante ScochlA de S. cerevisiae, sugiriendo fuertemente que este podria ser el
ortélogo funcional del gen OCHL1 en S. schenckii.
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Silenciamiento del gen OCH1 de S. schenckii

Una vez que se observo que el gen SSOCHL1 es capaz de complementar la funcion
del gen ScOCH1 en una cepa de S. cerevisiae, se planted silenciar el gen en S.
schenckii, esto con la finalidad de observar la participacion de este gen en
aspectos tan importantes del hongo, como lo son la biosintesis de la pared y la
virulencia.

A pesar de que se han reportado algunos métodos de transformacion, como la
mutagénesis insercional (Zhang et al., 2011,) y silenciamiento del gen que codifica
para la cinasa 1 dependiente de calcio/calmodulina mediante RNAi (Rodriguez-
Caban et al., 2011), estos métodos no fueron reproducibles para nuestro proyecto.
Para cumplir con este objetivo lo primero que se realizo fue la estandarizacion de

un protocolo de transformacion para el hongo.

El método que se logré estandarizar fue la transformacion mediada por A.
tumefaciens (materiales y métodos). Para esto se utilizd un vector modificado de
pCAMBIA (pBGgHQ), el cual contiene un marcador de seleccion para higromicina

B y el gen que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP).

Las cepas que se obtuvieron se analizaron por PCR y se comprobé la integracién
del marcador de seleccioén, y por microscopia de fluorescencia se pudo observar la

expresion de la proteina eGFP (fig.12).

Se observé que las transformantes son estables después de varias rondas de
crecimiento en medio de cultivo sin el marcador de seleccion. Y mediante qRT-

PCR se demostré que puede haber mas de un evento de insercién en el genoma.
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Figura 12. Transformacion de S. schenckii. a. Amplificacion de un fragmento del

casete de resistencia a higromicina Hygr de las transformantes de S. schenckii, se
espera un tamafo de amplificacion de 970 pb aprox. Sswt; S. schenckii sin transformar,
pBGgHg; control positivo, Ss Hyg';transformante resistentes a higrimicina. b. Microscopia

de fluorescencia de S. schenckii sin transformar y de una transformante Hygr que
expresa la GFP.

Construccion del plasmido 2N-pC para el silenciamiento de gen SsOCHL1.
Una vez que se probd que el protocolo de transformacion funcionaba, se realizé la
construccion de un vector modificado de pCAMBIA, con el fin de lograr el
silenciamiento del gen OCH1. Como primer paso se disefiaron oligonucledétidos
para amplificar fragmentos de 425 pb correspondientes al gen SSOCH1, los cuales
se insertaran en el sito multiple de clonacién del plasmido pSilentl en sentido con
las enzimas de restriccion Xhol/Hindlll (sentD CTCGAGTTACATCACCACCCG
CTCACATA,; sentR CTCGAGTTACATCACCACCCGCTCACATA) y en antisentido
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con las enzimas Bglll/Stul (antiD AGATCTTCGGTAATGACCTCGTGGATGA ;
antiR AGGCCTTTACATCACCACCCGCTCACATA). Dichos fragmentos quedaron
flanqueando la secuencia intrénica del vector de silenciamiento. Posteriormente,
mediante amplificacion por PCR se obtuvo un fragmento de 3084 pb (2N) el cual
contempla la secuencia en pSilentl que esta conformada por el promotor de
triptéfano de A. nidulans PtrpC, seguido de una secuencia en sentido
correspondiente al gen OCH1 de S. schenckii, una secuencia intronica, una
secuencia en antisentido correspondiente al gen OCH1 de S. schenckii y por
altimo el terminador de triptdfano de A. nidulans TtrpC (Fig. 13).

Una vez que se obtuvo el fragmento 2N, se purificd y cloné en el vector de
mantenimiento TOPO 2.1® para su posterior secuenciacion. Esta secuencia
posteriormente fue subclonada en el vector pBGgHg previamente linealizado con
las enzimas Sacl/Pstl, la construccién que se obtuvo se denomind como 2N-pC
(fig.13 b).

3084 pt

Figura 13. Construccién del plasmido 2N-pC. a. construccién del vector pSilentl con la
construccion sentido-antisentido. Se muestra el producto de amplificacién del fragmento 2N
(PtrpC-TtrpC). b. Organizacion del vector binario 2N-pC. Tiene un tamafio de 9866 pb y
consiste en un esqueleto de pPBGgHg y un casete de resistencia a higromicina B.

El vector binario que se construy6 estd conformado por un esqueleto del vector
pCAMBIA0380, la secuencia que se localiza en el MCS entre el sitio de corte para

Pstl y Sacl fue removida y se insertd en este lugar una secuencia previa obtenida
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del vector pSilentl. La construccion para el silenciamiento fue comprobada por

PCR y digestion enzimética (fig. 14).

elw

ochl

Figura 14. Patron electroforético de la amplificacion para comprobar la construccién
2NpC. Productos de amplificacion mediante PCR de los fragmentos sentido, antisentido
y PtrpC+ sentido (A). Electroforesis de restriccion enzimatica del fragmento PtrpC+
sentido con Xhol. Electroforesis de restriccion enzimatica del fragmento antisentido con
las enzimas Bgllll/Stul (C).

Transformacién de la cepa AGL1

El fondo genético de las cepas de A. tumefaciens utilizadas para transformar juega
un papel importante en la eficiencia del sistema de transformacion. Esto se debe
principalmente a la variaciébn que presentan las cepas en cuanto a la funcién de
los genes vir, el reconocimiento y unién de la cepa A. tumefaciens a la superficie
de la cepa a transformar (Koukolikova, Z., et al.,1993). La cepa para este método
de transformacién que se eligio fue AGL1, ya que su fondo genético (C58) le
confiere un rapido crecimiento y es altamente infecciosa, ademas que se ha
demostrado la obtencién de un mayor niumero de trasformantes (Wirawan, I., et
al., 1993; Lazo, G. et al., 1991; Zhang, Y., et al., 2011)

Se realiz6 la transformacion de A. tumefaciens (materiales y métodos) para formar
la cepa AgI2NpC, la cual se utilizo para transformar S. schenckii. En la figura 15 se
pueden observar los productos de amplificacion mediante PCR de la construccion

2NpC en la cepa AGL1. Se realizo la amplificacion del fragmento correspondiente
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a la construccion 2N, que va del promotor PtrpC al fragmento en sentido de OCH1
y se espera un producto de amplificacién de 1750 pb (figura 15 a). Se realiz6 una
restriccion enzimatica de dicho fragmento con Xhol y se observan los dos
fragmentos esperados que corresponden al promotor PtrpC y al fragmento en
sentido de OCHL1 (figura 15b).

a Clonas Agit+ 2NpC
2NpCi8 r

3000
2000

1751phb
P PtrpC

1000

—sentido

Figura 15. Patron electroforético de los productos de amplificacion de la
cepa 2NpCAgl. a. Productos de amplificacion para el fragmento
PtrpC+sentido de las tranformantes en Agll. b. Productos de la restriccion
enzimética del fragmento PtrpC+sentido con Xhol de cepa 2NpCAgl.

Transformacion de S. schenckii
En diferentes reportes se ha descrito que se puede insertar el T-DNA en
protoplastos, pero también en células intactas. Al mismo tiempo se han ensayado

diferentes temperaturas, cepas de Agrobacterium y tiempos de induccion.

En este protocolo para S. schenckii se probaron con diferentes concentraciones de
los conidios (desde 1x10* hasta 1x10®), resultando 1x10° cel/mL la concentracién
de células ideal para llevar a cabo la transformacién. Ya que a esta concentracion
se puede llevar a cabo una seleccién de las colonias que van creciendo en el

medio de co-cultivo (fig. 16).
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Figura 16. Colonias obtenidas en medio YPD + 400 pg mL™ de Hyg +
200pM de cefotaxima. a. Cocultivo 2NpCAgl +Ss conidias con
acetosiringona (AS); b. Control negativo (Agl+ Ss conidias)

Se probaron diferentes tiempos de induccién para la cepa de Agrobacterium: 4.5y
8 horas (datos no mostrados), pero se observo que este factor no afectaba en la
obtencién de transformantes, el tiempo de induccién establecido fue de 4.5 horas.

Una vez que se transformé el hongo, se obtuvieron varias transformantes de las
cuales se comenzaron a seleccionar las que presentaron un mejor crecimiento en
medio de seleccion suplementado con higromicina B (fig.17), primero en medio

sélido y posteriormente en medio liquido.

Figura 17. Colonias de S. schenckii seleccionadas del medio de co-cultivo.
Medio de seleccién YPD pH 4.5, 400 pg mL™ de higromicina B.
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Se realizaron de 2 a 3 pases monoconidiales y posteriormente se extrajo DNA
gendmico de tres cepas que fueron seleccionadas, se realizé PCR para amplificar
el gen OCH1 y L6 para comprobar que las colonias obtenidas eran efectivamente
S. schenckii (fig.18). Los oligonucleétidos utilizados fueron OCH1Dq
(CAGATTGTCACGCACATCAC) y OCH1Rq (CGTCGTTGAAGTAGCCAAAG), vy

se esperaba un tamafio de amplicén de 139pb.

Ss transformantes

Sswt

139 pb

Figura 18. Patrén electroforético de productos de amplificacién para
un fragmento del gen SsCOCH1. Ss wt; cepa sin transformar y Ss
transformantes; cepas de S. schenckii transformadas con la cepa
2NpCAgl. Se puede observar un fragmento de 139 pb
correspondiente al fragmento del cual se realizar4 el analisis de
expresion del gen SsOCHL1.

Tres cepas fueron seleccionadas, Ssochl-1, Ssochl-10 y Ssochl-2.2 para
posteriores analisis. De ellas, dos cepas mostraron una banda Unica de
amplificacion para un fragmento del gen SsOCH1 (Ssochl-10 y Ssochl-2.2),
mientras que Ssochl-1 muestra al menos tres bandas de amplificacion para
SsOCHJ1, sin embargo, muestra la banda del tamafio correspondiente al fragmento

del gen SsOCH1 por lo cual se siguieron analizando (fig. 18).
Con la finalidad de sintetizar cDNA para los experimentos de analisis de expresion

se extrajo RNA de las cepas seleccionadas, en la figura 19 se puede observar que

el RNA se encuentra integro.
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S. schenckii transformantes
S. schenckii

r 1

Figura 19. Patron electroforético del RNA total extraido
de S. schenckii. S. schenckii; S. schenckii sin
transformar y S. schenckii + 2N-pC; cepas
transformadas. Cultivos de 4 dias de crecimiento en
medio liquido YPD pH 4.5, 28°C.

Sintesis y purificaciéon de cDNA

Se decidi6 realizar la sintesis de cDNA con el oligonucleétido dT,, (materiales y
métodos), ya que para los ensayos de expresion nos permitird utilizar el mismo
cDNA para el gen de interés (SsOCH1) y para el gen de control endégeno (L6).
Una vez sintetizado el cDNA se purificé por columna (Truijillo, E., et al., 2016) con
el fin de eliminar DNA gendémico que se haya extraido durante la extraccion de
RNA, contaminantes como dNTP's residuales y RNA después de Ila
retrotranscripcion, ya que estos componentes pueden alterar la cuantificacion final
del cDNA.

Para comprobar la limpieza del cDNA sintetizado se realiz6 una amplificacion
utilizando los oligonucleétidos para el gen FEA1 (factor de elongacion a), estos
oligonucledtidos fueron disefiados con la finalidad de discernir entre amplificacion
con DNA gendémico y cDNA (Trujillo, E., et al., 2016), ya que contiene un intrén de
588 pb y obtendremos amplificaciones de 824 pb y 226 pb para DNA gendmico y

cDNA, respectivamente.

En la figura 20 se muestra la amplificacion con los cDNA purificados de las
muestras Sswt, Ssochl-1, Ssoch1-10 y Ssochl1-2.2, obteniéndose una sola banda
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de amplificacion de 226 pb en todas las muestras, lo que nos indica que el cDNA
no esta contaminado con DNA gendémico. Posteriormente se cuantificd y se obtuvo
una buena concentracién, de 700 ng pL™* a 1 mg pL™, y coeficientes 260/280;
260/230 cercanos a 2, indicando que el cDNA es de buena calidad para realizar
gRT-PCR.

Ss wt Ssocht-1 Ssocht-10  Ssocht-2.2

3000

1000

500

250 226 pb

Figura 20. Electroforesis de los productos de
amplificacion FEA-1. Se pueden observar fragmentos
de amplificaciéon por PCR de 226 pb, obtenidos con los
oligonuclettidos para amplificar FEA-1 a partir del
cDNA purificado por columna.

Andlisis por PCR en tiempo real de la expresion de SsOCH1

Para el analisis de la expresion del gen SsOCH1, lo primero fue realizar la curva
estandar para determinar la eficiencia de los iniciadores (fig.21). La amplificacién
de los iniciadores es de 114% y la cantidad de cDNA que se utilizé en los ensayos
posteriores fue de 1000 ng, ya que esta concentracion fue Optima para la
amplificacion del gen L6 que se utilizé6 como control enddgeno (Truijillo, E., et al.,
2017).
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También se obtuvo la curva de disociacion para el gen SSCOH1, para determinar
que los iniciadores tienen un solo producto de amplificacion en PCR en tiempo
real.

Usando el gen L6 como control de expresion endégeno en la PCR en tiempo real,
y como calibrador la expresion del gen SsOCH1l de la cepa silvestre, se
determinaron los patrones de expresion de las muestras a analizar, se graficé el
nivel de expresion del gen SSOCHL1, que es la variacion del gen de interés en la
muestra problema con respecto a una muestra de referencia. La cepa Ssochl-1
fue descartada ya que mostraba inespecificidades, mas de un pico en las curvas

de disociacion, lo cual podria deberse a una contaminacion de la cepa.

2 b
Curva para SsOCH1 Mot Curve
25 N
* ¥ =-3.0252x+22951
R*=0.9548
15
|_
© 10
5 E=114%
o]

o 05 1 15 2 25 3 3.5
Log de concentracion ng/mL ) :

Figura 21. Curva estandar para SSOCHL1. a. Se muestran los valores de E como el
porcentaje de eficiencia de amplificacién y la ecuacion de ajuste lineal de las curvas
obtenidas con su coeficiente de correlacion lineal R% b. Se muestra la curva de
disociacion.
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Figura 22. Niveles de expresién de las cepas Ssochl-10 y Ssochl-2.2.
Control endégeno L6, usando como calibrador la cepa S. schenckii silvestre.
Los datos representan los promedios + D.S. de tres experimentos
independientes realizados triplicado.

En la figura 22 se observa una disminucion en la expresion del gen SsOCH1 en
las muestras Ssochl-10 y Ssochl-2-2, que muestran 86% Yy 43%,
respectivamente, menos expresion del gen SsOCH1, comparados con la

expresion del gen SsOCH1 de la cepa silvestre.

Determinacion del numero de copias insertadas en el genoma de S.
schenckii

Para determinar el nimero de copias del fragmento de la construccién para
silenciamiento que se integraron en el ADN de las cepas transformantes Ssochl-
10 y Ssoch1-2.2, se realiz6 primeramente un PCR semicuantitativo con el ADN
genomico, utilizando como referencia un gen de copia Unica en el genoma de S.
schenckii. Para esto se empled el gen L6, el cual se sabe que es de copia Unica
(Trujillo, E., 2017). Se realizé la amplificacion simultanea con oligonucleétidos que
amplifican un fragmento de la secuencia en sentido del gen SsOCH1I:

OCH1sentgRTD (CCGTCAATAGCATCACAAGG) y OCHlsentqRTR (CAGCTTGTCGTA
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GAGGGTCA) y con oligonucleétidos que amplifican L6. En la figura 23, se puede
observar el producto de amplificacion del PCR semicuantitativo para estos genes,
con tamafos de 303 pb para el gen L6 y de 171 pb para el gen SsOCH1,
respectivamente. Ademas, se puede observar una intensidad mayor en las bandas
de amplificacion para el gen OCH1 de las cepas silenciadas, indicando que se
integré6 mas de una copia del fragmento del gen SSOCHL. Para verificar el nUmero
de copias se realizd6 por triplicado, de forma independiente, el PCR
semicuantitativo con ADN gendmico de las cepas, y se hizo un andlisis
densitométrico. Para esto se midieron las intensidades de las bandas de
amplificacion para el gen L6 y sent, tomandose la relacién de L6/sent y como un
valor arbitrario de 1 en la cepa silvestre. Obteniendo que el nUmero de copias es
1.72 copias para Ssoch1-10y 1.93 para Ssoch1-2.2.

Posteriormente se realizé la determinacién del nUmero de copias mediante tiempo
real, utilizando los mismos genes de referencia L6/sent en la cepa silvestre como

amplificacion de gen de copia Unica.

Sswit Ssocht-10  Ssochi-2.2

Figura 23. Patron electroforético del analisis por PCR del
nimero de copias del fragmento sentido de
transformantes de S. schenckii por PCR
semicuantitativo. Ss wt: cepa silvestre, Ssochl-10 y
Ssochl1-2.2 transformantes de S. schenckii; se observa el
producto de amplificacion de un fragmento de 303 pb /
171pb correspondientes a un fragmento del gen que codifica
para L6/ y sent.
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Figura 24. Numero de copias en las cepas Ssochl-10 y Ssochl-
2.2. Control endégeno L6, usando como calibrador la cepa S.
schenckii silvestre. Los datos representan los promedios + D.S. de
tres experimentos independientes realizados triplicado.

El nimero de copias que se determind mediante PCR en tiempo real fue de
1.94+0.42 para Ssochl1-10 y 1.89+0.094 para Ssochl-2.2 (fig.24). EIl fragmento
gue se esta analizando esta en sentido y en antisentido en la construccion, por lo
gue se espera un numero de copias de 2. Estos resultados nos indican que
efectivamente la construccién para silenciamiento se insertdé una sola vez en el

genoma de S. schenckii.

Andlisis de la expresion de los genes de la familia OCH

En organismos como A. fumigatus se han descrito ortélogos de la familia OCH1
(AfOCH1, AfOCH2, AfOCH3y AfOCH4) y se ha visto que en la morfologia de
micelio los cuatro genes son expresados (Lambou et al., 2010). Como una
estrategia para confirmar que el efecto que se observa en las cepas silenciadas
estd relacionado a la disminucién en la expresion del gen OCH1, y que no
estuvieran involucrados los deméas miembros de la familia, se decidié analizar por
gRT-PCR la expresion de los genes OCH2, OCH3, y OCH4 en las cepas Ssochl-
10 y Ssochl1-2.2.
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Se disefiaron oligonucledtidos para los genes OCH2, OCH3 y OCH4 (ver tabla 2),
y se obtuvo una curva de calibracion para determinar su eficiencia (datos no
mostrados).

Con el gen L6 como control de expresion enddgeno, y como calibrador la
expresion del gen SsOCH2, SsOCH3 y SsOCH4 de la cepa silvestre, se
determinaron los patrones de expresion de cada una de las muestra. Se grafico la
variacion de cada gen en una muestra, con respecto al gen de la muestra de

referencia (fig. 25).
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Figura 25. Niveles de expresion de los genes OCH2, OCH3 y OCH4 de las
cepas Ssochl-10 y Ssochl-2.2. Control endégeno L6, usando como
calibrador la cepa S. schenckii silvestre. Los datos representan los promedios
+ D.S. de tres experimentos independientes realizados por triplicado.
Se encontré que no hay diferencias significativas entre la expresion de los genes
de la familia OCH de las cepas silenciadas con respecto a la expresion de la cepa
silvestre, lo que nos habla de que el silenciamiento del gen SSOCH1 no afecta la
expresion de los demas genes y que los efectos que se observen en estas cepas

silenciadas podrian ser atribuidos al gen SSOCH1.
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Caracterizacion de las cepas silenciadas en el gen SsSOCH1

Crecimiento y morfologia de las cepas silenciadas. Las mutantes nulas como
CaochlA, ScochlA, FoochlA y NcochlA han mostrado alteraciones en la
morfologia celular, como agregaciéon, disminucion en crecimiento (hasta un 75%),
cambios en morfologia colonial y crecimiento micelial, lo que conlleva a una
pérdida de capacidad de colonizacion y disminucion de virulencia.

Por todo esto se evalud el crecimiento de las mutantes obtenidas en colonia y
capacidad de transicion del dimorfismo. Podemos observar que las cepas
mutantes no presentan alteracion en la apariencia de las colonias en medio YPD

pH 4.5, al tiempo de crecimiento (fig. 26).

Las cepas Ssochl-10 y Ssochl-2.2 fueron capaces de crecer en micelio y de
realizar la transicion sin ningun problema, ademas que no se observa el fenémeno

de agregacion celular descrito otras mutantes para el gen OCHL1.

En los diferentes modelos donde se ha estudiado el efecto de la disrupcion del gen
OCH1 se ha analizado el defecto que causa en pared celular, tanto su
organizacibn como en su composicién. Una estrategia muy utilizada es analizar
indirectamente el cambio de fosfomanosilacion de pared mediante la union del
colorante azul Alciano. Para S. schenckii podemos usar ese ensayo como un
acercamiento para saber si existen diferencias entre las cepas de interés, ya que
en este hongo no s6lo contamos con fosfomananas sino también con el acido
glucorénico, ramnosa y residuos de galactosa, los cuales también pueden unir el

colorante.
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Figura 26. Morfologia celular y colonial de mutantes silenciadas en el gen OCH1 de S.
schenckii. a. Morfologia colonial, medio sélido YPD pH 4.5 5 dias de crecimiento. b. Morfologia
celular micelio 4 dias de crecimiento en YPD pH4.5 y c. levaduras de 4 dias de crecimiento en YPD
pH7.8. No sé observan diferencias con respecto a la cepa silvestre.
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Figura 27. Uni6n del colorante azul Alciano a las cepas silenciadas en el gen SsOCH1.
Las cepas analizadas fueron: Sswt (S. schenckii silvestre), Ssoch1-10 y Ssochl1-2.2 Células
crecidas en YPD pH 7.8. * p < 0.05 55



Se obtuvo que la cepa silvestre une 100 £ 7.04%, Ssochl-10 73.73 + 2.37% y
Ssochl1-2.2 106.71 £ 0.95 % (fig. 27). El ensayo esta expresado en porcentaje de
azul Alciano unido con respecto a la cepa parental WT por células
correspondientes a una DOgyponm= 1. Se obtuvo que la cepa Ssochl-10 muestra
una disminucién del 30% en la union al colorante con respecto a la cepa silvestre,
y a la cepa Ssochl-2.2. Estos datos correlacionan con la expresion del gen
SsOCHL1 en las cepas y se puede sugerir un rearreglo diferente en la pared de la
cepa Ssochl1-10 que presenta un 86% de silenciamiento. Los datos representan
los promedios £ DS de tres experimentos independientes realizados por triplicado
(p< 0.05).

Efecto de agentes perturbadores de pared en las cepas silenciadas

En cepas con defectos en las rutas de sintesis de pared se ha visto que pueden
presentar defectos graves en crecimiento y morfologia, en el caso de las cepas
silenciadas Ssochl1-10 y Ssochl1-2.2 no se observa un defecto drastico. Se han
estudiado diferentes agentes perturbadores como lo son rojo Congo, blanco de
calcofluor, SDS, higromicina B, compuestos de estrés osmoéticos, entre otros, para
observar estos defectos en la sintesis u organizaciéon de la pared celular (Bates,
S., et al.,, 2006; Pérez, L., et al.,, 2016). Para saber si las cepas silenciadas
presentan un retardo en el crecimiento se decidio realizar ensayos en la etapa de
la germinacion. Las células se ajustaron a 1x10’ conidias/mL, se incubaron en
medio YPD pH 4.5 a 37°C durante 11 horas con agitacion, posteriormente se
realiz6 conteo de las germinulas presentes en cada cepa y no se observo

diferencia en el porcentaje de germinacion.

Tanto la cepa silvestre como las cepas silenciadas mostraron un porcentaje de
germinacion del 30%, lo que nos indica que, de haber alguna diferencia en
composicién u organizacion de la pared en las cepas silenciadas, no se ve
afectado el crecimiento. Posteriormente se realiz6 el mismo ensayo, pero ahora en

presencia de rojo Congo y blanco de Calcofluor.
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Figura 28. Porcentaje de germinacién en presencia de agentes perturbadores
de la pared celular. Las cepas de S. schenckii analizadas en presencia de blanco
de calcofluor y rojo congo fueron: Ssochl-10, Ssohl-2.2 y Sswt. El ensayo esta
expresado en porcentaje de germinacion, tomando como un 100% de germinacion
el conteo de germinulas totales de cada cepa crecida en medio YPD pH 4.5 sin
perturbador. Los datos representan los promedios + D.S. de tres experimentos
independientes realizados por triplicado. *p<0.05.

Se puede observar un mayor porcentaje de germinacién en la cepa Ssoch1-10 en
presencia tanto de blanco de calcofluor como en rojo congo (fig. 28), lo que
sugiere que puede haber un aumento en la cantidad de quitina y/o glucosa en la
estructura de pared de esta cepa.

Andlisis de carbohidratos de pared

Para comprobar si hay un cambio en la composicion de pared de las cepas
silenciadas se analiz6 el porcentaje de carbohidratos de pared celular. Los
carbohidratos analizados fueron ramnosa (rha), glucosamina (glcN), glucosa (glc)
y manosa (man). Las cepas silenciadas fueron crecidas en medio YPD pH 7.8 y se
realiz6 una hidrolisis de pared (ver materiales y métodos), estas muestras fueron
analizadas por HPAEC-PAD en un equipo Dionex, usando la columna CarboPac
PA10.
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En la figura 29 se observa una diferencia en la cantidad de ramnosa,
glucosamiana y glucosa presente en la cepa Ssochl1-10, con respecto a la cepa

silvestre.
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Figura 29. Porcentaje relativo de carbohidratos de pared celular. Las cepas de S.
schenckii analizadas fueron: Ssoch1-10, Ssoh1-2.2 y Sswt. El ensayo esta expresado en
porcentaje relativo de carbohidratos tomando como un 100% la suma de los porcentajes
de ramnosa (rha), glucosamina (glcN), glucosa (glc) y manosa (man) de cada cepa. Los
datos representan los promedios + D.S. de tres experimentos independientes realizados
triplicado. * p < 0.05.

En organismos donde se ha deletado el gen OCH1, como C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, S. cerevisiae, N. crassa , entre otros, el fenotipo que han
observado en cuanto a carbohidratos presentes en pared es una disminucién
considerable de manosa (Bates, S., et al., 2006; Pérez, L., et al., 2016; Nakayama
et al., 1992; Maddi, a., et al., 2010). En este caso no se observa ningn cambio en
las cepas silenciadas. Esto podria deberse a que no hay una delecion completa
del gen o que otras enzimas estan compensando de alguna manera la falta de N-

glicanas en S. schenckii.
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N- y O- glicosilacion de las cepas silenciadas

Para confirmar si el silenciamiento del gen OCH1 efectivamente estaba causando
un dafio en la ruta de la N-glicosilacion de proteinas, se evalu6 el contenido de N-
y O-mananas en las cepas de interés. Para esto se removieron las mananas de
pared celular con la ayuda de Endo H y B-eliminacién (materiales y métodos), y

fueron cuantificadas (fig. 30).
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Figura 30. Cuantificacion de N- y O- mananas. Las cepas de S. schenckii analizadas para
cuantificacion de azucares fueron: Ssoch1-10, Ssoh1-2.2 y Ss wt. El ensayo esta expresado
en la cantidad de azucares eliminados utilizando - eliminacién y EndoH. Tomando como
referencia una curva estandar de manosa (Img mL™* — 0.0625 mg mL™"). Levaduras de 4
dias de crecimiento en medio YPD pH 4.5. *p<0.05

En la cepa silvestre no se muestra una diferencia en la cantidad de azulcares
liberados. En la cepas Ssochl-10 y Ssochl-2.2 se muestra una disminucion de
46% y 23% de las N-mananas, y un aumento del 30% y 40% de O-mananas
respectivamente, lo que nos puede sugerir que las N- mananas si estan en menor
cantidad en las cepas silenciadas, pero que son compensadas por la ruta de la O-

glicosilacion.
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Exposicion de quitina

Como se ha observado, en la cepa Sscochl1-10 existe un aumento en la cantidad
de quitina, y esta caracteristica se ha visto en mutantes AOCH1, y también se ha
observado que en estas cepas afectadas existe un rearreglo de los componentes
de pared y a un cambio en la accesibilidad de la célula (Pérez, L., et al., 2016).
Para evaluar esto se cuantificé la capacidad de union de WGA-FITC (isotiocianato

de fluoresceina acoplada a aglutinina germen de trigo) a la quitina.
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Figura 31. Tincion con WGA-FITC para evaluar la exposicion de quitina. a. Andlisis de
fluorescencia mediante citometria de flujo. b. Cuantificacibn de fluorescencia mediante
microscopia. Las células fueron crecidas en YPD pH7.8, células HK : inactivadas por calor.

Los resultados muestran que la lectina tiene una mayor unién en la cepa Ssochl-
10 cuando es inactivada por calor, presentando un 30% mas de fluorescencia, en
comparacion con la cepa silvestre, lo cual puede deberse al aumento de quitina en
la superficie celular (fig. 31). Estos resultados nos indican que el defecto en el gen
OCH1 genera dafios y modificaciones en la estructura y composicion de pared

celular del hongo.
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Interaccién de cepas silenciadas con células del sistema inmune

Para entender el papel que juega la ruta de la N-glicosilaciéon durante la
interaccion S. schenckii-hospedero se realizaron ensayos para determinar la
produccion de interleucinas pro y anti inflamatorias. La produccion de interleucinas
por hPBMC cuando se interaccionan con células de S. schenckii ya ha sido
estudiada en el grupo de trabajo (Martinez, J., et al., 2017). Se ha observado que
la produccion de interleucinas durante la interaccion es dependiente de la
morfologia del hongo.

Por lo que de las cepas de interés se obtuvieron conidios, levaduras, y germinulas,
las cuales interaccionaron con células hPBMC y a los sobrenadantes obtenidos se

les cuantificé la cantidad de interleucinas producidas.

IL-10 l IL-6 I TNF-a
m Sswt

. W 5sachl-10
W Sso0chl-22

Figura 32. Estimulacion de la producciéon de IL-10, IL-6 y TNFa por mutantes de S. schenckii
silenciadas en el gen OCH1. Conidios, levaduras y germinulas fueron puestas en incubacion con
hPBMCs, los sobrenadantes obtenidos fueron utilizados para la cuantificacion de la produccién de
interleucinas por ELISA. Sswt cepa 1099-18 ATCC MYA 4821; Ssochl-10 y Ssochl-2.2 cepas
silenciadas. Los datos representan los promedios + SD de los datos obtenidos por duplicado de seis
donadores sanos. *p<0.05

ng / mL

Para la produccion de IL-10 no se observa diferencia entre las cepas silenciadas
con respecto a la cepa silvestre, y se sigue observando una disminucion con

germinulas. Cuando se analiz6 la produccion de IL-6 se observé que cuando los
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hPBMC interaccionan con conidios de la cepa Ssochl-10 se produce una
disminucion de la interleucina.

Para TNF-a, se observé una disminucion con la interaccion de conidios de las
cepas Ssochl1-10 y Ssoch1-2.2 (fig. 32).

Se ha descrito que el morfotipo de levadura es el que se encuentra presente
cuando la infeccién de S. schenckii ya esta establecida, y los componentes que
presentan en pared son los encargados de activar el sistema inmune en el
hospedero.

Por ello se analiz6 la produccion de interleucinas en levaduras vivas comparadas
con levaduras cuando se exponen los componentes internos de la pared

(inactivadas por calor) durante la interaccién con hPBMC.

Cuando se analizé la produccién de IL-10 (fig. 33), no se observé diferencia entre
las cepas de interés y la cepa silvestre, y tampoco cuando se expusieron los

componentes internos.
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Figura 33. Estimulacién de interleucina IL-10 por mutantes de S. schenckii silenciadas en el gen
OCH1. Levaduras vivas e inactivadas por calor fueron puestas en incubacién con hPBMCs, los
sobrenadantes obtenidos fueron utilizados para cuantificacion de produccién de interleucinas por ELISA.
Sswt cepa 1099-18 ATCC MYA 4821; Ssoch1-10 y Ssochl1-2.2 cepas silenciadas. Los datos representan

los promedios + SD de los datos obtenidos por duplicado de seis donadores sanos.
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Figura 34. Estimulacion de interleucina IL-6 por mutantes de Sporothrix schenckii
silenciadas en el gen OCHL1. Levaduras vivas e inactivadas por calor fueron puestas en
incubacibn con hPBMCs, los sobrenadantes obtenidos fueron utilizados para
cuantificacién de producciéon de interleucinas por ELISA. Sswt cepa 1099-18 ATCC MYA
4821; Ssoch1-10 y Ssochl1-2.2 cepas silenciadas. Los datos representan los promedios +
SD de los datos obtenidos por duplicado de seis donadores sanos. * p < 0.05.

Cuando se analiz6 la produccion de IL-6 y TNFa comparando las células vivas y
las células inactivadas por calor, se observd un aumento significativo en la
estimulacion de IL-6 de hasta 3 veces cuando las células se inactivaron por calor
(fig. 34), y para TNF-a se observdé un aumento de hasta 5 veces en la células

inactivas con calor (fig. 35).
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Figura 35. Estimulacién de interleucina TNF-a por mutantes de S. schenckKii
silenciadas en el gen OCHL1. Levaduras vivas e inactivadas por calor fueron puestas en
incubacién con hPBMCs, los sobrenadantes obtenidos fueron utilizados para cuantificacién
de la produccién de interleucinas por ELISA. Sswt cepa 1099-18 ATCC MYA 4821; Ssoch1-
10 y Ssoch1-2.2 cepas silenciadas. Los datos representan los promedios + SD de los datos
obtenidos por duplicado de seis donadores sanos. * p < 0.05.

En adicién, se observa una disminucion de IL-6 estimulada por la cepa Ssohc1-10,
comparada con la cepa silvestre, cuando las células son inactivas por calor (fig.
34). Para TNFa se observa una disminucion en su estimulacién por las cepas
Ssohcl1-10 y Ssochl-2.2, comparadas con la cepa silvestre (fig. 35). Este efecto
ya se habia observado en otras cepas afectadas en el gen OCH1 (Pérez-Garcia
L.A., et al.,, 2016). La produccion de la interleucina antiinflamatoria IL-18 no
mostroé diferencia (fig. 36).
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Figura 36. Estimulaciéon de interleucina 18 por mutantes de S. schenckii silenciadas en
el gen OCHL. Levaduras vivas e inactivadas por calor fueron puestas en incubacion con
hPBMCs, los sobrenadantes obtenidos fueron utilizados para cuantificacién de produccion de
interleucinas por ELISA. Sswt cepa 1099-18 ATCC MYA 4821; Ssochl1-10 y Ssoch1-2.2 cepas
silenciadas. Los datos representan los promedios + SD de los datos obtenidos por duplicado
de seis donadores sanos.

Produccién de interleucinas estimulas por macrofagos derivados de hPBMC.

Se analizaron de la misma forma la produccién de interleucinas producidas
durante la interaccion de células diferenciadas del sistema inmune y las cepas
silenciadas. Para esto se usaron macréfagos diferenciados a partir de hPBMC y
levaduras de la cepa silvestre, Sscoh1-10 y Ssochl1-2.2, vivas e inactivadas por
calor, en una relacion 1:6, posterior a la interaccion se recuperaron sobrenadantes
y se determinaron interleucinas mediante ELISA. Para la produccién de IL-6 y
TNF-a no se observa una diferencia, la produccion de la interleucina IL-10 es baja
en comparacion a las demas interleucinas, esto habla de la regulacion de
inhibicion de produccion de IL-6 y TNF-a en los macrofagos. Cuando los
componentes de pared son expuestos por calor se puede observar una mayor

estimulaciéon de IL-10 en la cepa Ssoch1-10 (fig. 37).
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Figura 37. Estimulacion de interleucinas por macrofagos derivados de hPBMC interaccionados
con S. schenckii. Levaduras vivas e inactivadas por calor fueron puestas en incubacion con
macrofagos derivados de hPBMCs, los sobrenadantes obtenidos fueron utilizados para cuantificacion de
produccién de interleucinas por ELISA. Sswt cepa 1099-18 ATCC MYA 4821; Ssochl1-10 y Ssochl1-2.2
cepas silenciadas. Los datos representan los promedios + SD de los datos obtenidos por duplicado de
seis donadores sanos. * p<0.05.

Para determinar si el defecto en pared de las cepas silenciadas tiene relevancia
durante el proceso de fagocitosis se co-incubaron las cepas silenciadas con
macréfagos diferenciados a partir de hPBMC y se analiz6 dicho proceso mediante

citometria de flujo.
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Figura 38. Fagocitosis de levaduras de S. schenckii por macréfagos diferenciados a partir
de hPBMCs. Las levaduras fueron marcadas con naranja de acridina e incubadas con
macrofagos en una relacion 1:6 durante 2.5 horas a 37°C, 5% CO, y 95% de humedad. Sswt;
cepa 1099-18 ATCC MYA 4821, Ssochl-10 y Ssochl-2.2; mutantes silenciadas en el gen

OCH1. Los datos representan los promedios + SD de tres replicas bioldgicas por duplicado.
*p<0.05.
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De manera general se puede observar que hay un aumento de la fagocitosis
cuando las células son inactivas por calor, sin embargo, la cepa Ssoch1-10 es la
Unica que muestra una disminucion evidente en la fagocitosis con células vivas e

inactivadas por calor, con respecto a la cepa silvestre (fig. 38).

Estos datos nos sugieren que el silenciamiento del gen SsOCH1 afecta la

respuesta del sistema inmune durante la infeccion del hongo.

Virulencia

Para determinar si el silenciamiento del gen SsOCH1, y por consiguiente el dafio
en la ruta de la N-glicosilacion de proteinas tiene algun efecto en la virulencia del
hongo, se analizaron las cepas silenciadas en un modelo de esporotricosis
sisttmica en larvas de G. mellonella (Clavijo-Giraldo et al. 2016). Fueron
evaluadas la cepa silvestre y las cepas Ssochl1-10 y Ssochl1-2.2, se inocularon 60
individuos y el proceso de infeccidon se monitoreo durante 15 dias, y como control

un grupo se inyect6 con PBS estéril.
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Figura 39. . Ensayo de virulencia en Galleria mellonella. Las cepas utilizas para este
ensayo fueron: Ss wt, Ssoch1-10 y Ssoch1-2.2. Las larvas fueron inoculadas con 1 x 10°
de levaduras y fueron monitoreadas durante un periodo de 15 dias. Como control de no
infeccidn se inyect6 un grupo con PBS1X estéril. Se analizaron 60 individuos, p<0.0001.

67



La cepa silvestre muestra un porcentaje de mortalidad de un 60%, mientras que
las cepas silenciadas Ssochl-10 y Ssochl1-2.2 mostraron un 8% y 14% de
mortalidad, lo que nos habla de una atenuacion de la virulencia del hongo en
cepas afectadas en el gen SSOCHL1 (fig. 39). Estos resultados demuestran que el
silenciamiento del gen SSOCH1 afecta significativamente la virulencia de S.

schenckii in vivo.

Posteriormente, a las larvas infectadas se les extrajo la hemolinfa y se realizaron
diluciones seriadas para determinar unidades formadoras de colonias de cada
cepa. No se observan diferencias significativas de las colonias de las cepas
silenciadas comparadas con la cepa silvestre (fig. 40). Estos resultados
demuestran que las cepas Ssochl-10 y Ssochl-2.2 tienen un crecimiento igual
gue la cepa silvestre y que la atenuacion de la virulencia que se observa tiene que
ver con las modificaciones presentes en la pared celular y no por un impedimento

en la colonizacion.
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Figura 40. Unidades formadoras de colonia en Galleria mellonella.
Después de analizar la virulencia de las cepas, se aisl6 la hemolinfa de las
larvas y se usO para realizar el célculo de unidades formadoras de
colonias.
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DISCUSION

S. schenckii ha sido reportado como un importante agente etiolégico de la
enfermedad conocida como esporotricosis, la cual es una micosis subcutanea o
cronica que afecta humanos y otros mamiferos. A Ultimas fechas se ha
incrementado el numero de reportes que ubican a este hongo patégeno como uno

de los principales causantes de infecciones en sectores vulnerables.

En la interaccion patdégeno-hospedero, uno de los componentes mas importantes
es la pared celular del patdgeno, ya que, al ser la estructura mas externa de la
célula, mas alla del papel estructural, también representa el primer punto de

contacto de la célula fungica con su entorno.

Por lo tanto, la estructura y composicion de la pared de S. schenckii determinaran
en gran medida las interacciones de este patdgeno con su hospedero. Se han
descrito diferentes moléculas como adhesinas (gp70) que inducen reacciones
inmunogénicas especificas, ademéas de otras glicoproteinas de pared que son
importantes para la respuesta inmune ante este patdgeno, como lo son la

peptidoramnomanana.

Mediante una busqueda en la base de datos del genoma de S. schenckii, se
lograron identificar secuencias pertenecientes a la familia OCH, la cual codifica
para glicosiltranferasas del aparato de Golgi. Los genes que se encontraron son:
SS09317 (OCH1), SS03245 (OCH2), SS02495 (OCH3) y SS09242 (OCH4), los
cuales codifican para probables al,6-manosiltransferasas. Estas secuencias

nucleotidicas mostraron una identidad cercana al 50% entre si.
Filogenéticamente, S. schenckii esta relacionado con N. crassa y A. fumigatus

entre otros (Teixeira, M., et al., 2014), y las secuencias de los genes para OCH1

gue estan mas estudiadas son las correspondientes a C. albicans y S. cerevisiae.
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Por lo que se realizé un alineamiento con las secuencias aminodacidicas de estos
organismos. Los resultados determinaron regiones altamente conservadas, como
el dominio catalitico para glicosiltransferasas, motivos DXD, dominio citoplasmico
y transmembrana. Con estos datos se predice la estructura de esta posible
proteina como una proteina de membrana tipo Il, al igual que las al,6-

manosiltransferasas que ya han sido caracterizadas.

Los estudios de complementacion funcional fueron realizados para elucidar si el
gen SSOCHL1 es capaz de revertir los efectos de la falta del gen que codifica para

una al,6-manosiltransferasas en S. cerevisiae.

Las mutantes carentes del gen OCH1 en S. cerevisiae y en C. albicans, son
viables pero presentan sensibilidad a la temperatura, hipersensibilidad a agentes
que perturban la pared celular, sensibilidad a higromicina B, agregacién celular,
defectos de crecimiento, y pérdida de residuos asociado a la falta de manosa con
enlace al,6-. Y las reintegrantes de estas mutantes son capaces de revertir los
defectos observados (Dean, 1995; Nakayama et al., 1997; Neiman et al., 1997;
Bates et al., 2006). Los defectos que presenta la cepa SsOchlA son muy
evidentes y anteriormente habia sido utilizada para la complementacion funcional

con genes de A. fumigatus (Lambou, K., et al., 2010).

La cepa complementante ScochlA+SsOCH1 muestra una restauracion del
fenotipo a niveles de la cepa silvestre en ensayos de fosfomanosilacion y
sensibilidad a perturbadores de pared celular. Cabe sefalar que Ila
complementacion funcional de los miembros de la familia OCH (OCH2, OCH3 y
OCH4) se realizé por Lopez-Ramirez, y dichas complementantes no mostraron
una restauracion del fenotipo de la cepa SCOCH1A4, lo que nos sugiere que el gen
SsOCHL1 es el unico posible ortélogo con funcion de al,6—manosiltransferasa en

S. schenckii (datos no publicados).
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Una de las estrategias utilizadas para el conocimiento genético y molecular de
algunos modelos de estudio es la implementacion de sistemas de transformacién
genética. Mediante estas herramientas es posible la manipulacion del gen de
interés, para este trabajo uno de los objetivos es el silenciamiento del gen
SsOCH1, y para esto es necesario implementar un sistema de transformacion de

S. schenckii.

Uno de los primeros trabajos de transformacion en S. schenckii fue el que describe
la implementacion de la técnica de RNA de interferencia para el estudio de la
cinasa calcio/calmodulina (Rodriguez-Cabdén, et. al., 2011) . También se report6 un
protocolo de transformacién con Agrobacterium tumefaciens (Zhang, Y., et. al.,
2011).

El uso del sistema de T-DNA se trata de una integracién por recombinacién y se
ha visto que es entre 100-1000 veces mas eficiente que otros métodos de
transformacién, y generalmente la integracion del DNA es en una sola copia
(Bundock, P., et. al., 2002).

La transferencia del T-DNA es un proceso conocido y regulado, cuyo éxito
depende de mudltiples factores relacionados tanto con la propia bacteria como con
el organismo a infectar. Se ha demostrado que la expresion de los genes vir,
indispensables para iniciar el proceso de infeccibn de A. tumefaciens, esta
afectada por numerosos factores como las condiciones fisico-quimicas del medio
de cultivo, la presencia de compuestos fendlicos como AS, o el tiempo de contacto

de Agrobacterium con el huésped.
En este trabajo se observd que estos factores no influian en gran medida a la

obtencion de transformantes. Se probaron diferentes tiempos de induccion con AS

de la cepa AGL1 y no se tuvieron diferencias significativas en la transformacion.
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Sin embargo, se observé que un factor determinante para la eficiencia de la
transformacioén fue la concentracion de las células fungicas utilizadas. Ya que es

importante la competencia de las células para ser infectadas por A. tumefaciens.

El protocolo de transformacion mostré la obtencion de mutantes de S. schenckKii
con hasta tres inserciones, las cuales no modifican estructura y composicion de
pared celular, virulencia y capacidad de interaccion con células de sistema inmune

(datos no mostrados).

El silenciamiento de genes mediante RNA se reporté en S. schenckii (Rodriguez-
Caban et al., 2011), demostrando que el hongo contiene los genes homdélogos de
la maquinaria de silenciamiento. Con el fin de llevar a cabo el silenciamiento del
gen SsOCH1 se disefio la construccién de un plasmido binario que contiene una
secuencia proveniente del vector de silenciamiento pSilentl. Esta secuencia tiene
un fragmento de 425 pb del gen SsSOCHL1 en sentido y antisentido, flanqueando a

una secuencia intrénica la cual sera la responsable del silenciamiento.

Durante el desarrollo de este trabajo se analizaron 5 cepas con diferente grado de
silenciamiento (100%, 98%, 96% 86% Yy 43%), se determiné que estas cepas
tienen una insercion en el genoma. El defecto que muestran las cepas es
dependiente del grado de silenciamiento. Pero no se muestra un fenotipo tan

drastico como en otros organismos donde se ha interrumpido el gen OCH1.

Como ya se habia mencionado, existen otros tres genes en S. schenckii descritos
como miembros de familia de glicosiltransferasas, y estos fueron analizados por
PCR en tiempo real, con el fin de saber si el silenciamiento de SsOCH1 habia
afectado su expresion. Se observd que estos genes en las mutantes silenciadas
no tienen una diferencia en la expresién con respecto a la cepa silvestre, con lo
gue podemos concluir que el defecto que se observa en estas cepas mutantes es

por silenciamiento del gen SSOCH1 y no de los otros miembros de la familia.
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En diferentes organismos se han visto defectos en cuanto a morfologia y
crecimiento en cepas carentes de genes que participan directa o indirectamente
en rutas de glicosilacion de pared, como lo son OCH1, PMR1, MNT1, KTR4,
KTR5, entre otros (Pérez, L., et al., 2016; Navarro- Arias, M. et al., 2016;
Hernandez, N., et al., 2017).

Las mas drasticas se han reportado para OCH1 y PMRL1 en diferentes especies
del género Candida, donde las mutantes exhiben crecimiento colonial aberrante y
las levaduras se muestran en agregados celulares (Pérez, L., et al., 2016;
Navarro- Arias, M. et al., 2016; Bates, S. et al., 2006). En las mutantes silenciadas
en S. schenckii no se observan ese comportamiento, tienen una morfologia igual a
la cepa parental, sugiriendo que la participacion de la N-glicosilacién en la

morfologia de S. schenckii no es tan importante como lo es en otros organismos.

La delecion del gen OCH1 disminuye de manera significativa la unién del colorante
azul Alciano (Bates., et al., 2006), ya que al no llevarse a cabo la extensiéon de la
cadena lateral se ve afectada la fosfomanosilacion. Se realiz6 el ensayo de unién
al colorante azul Alciano y se observo una disminucién de union del 30% de la
cepa con 86% de silenciamiento. Lo que sugiere que el defecto del gen SsOCH1
estd modificando la organizacién de la pared.

El defecto del gen OCH1 se ha visto que afecta el crecimiento micelial, y por ende
la capacidad de colonizar a su hospedero (Li et al., 2014). Las cepas Ssoch1-10y
Ssoch1-2.2 no muestran un defecto en el crecimiento micelial, ya que se realizé un

ensayo de germinacién y mostraron la misma germinacion que la cepa silvestre.

Cuando se pusieron en contacto con blanco de calcofluor y rojo Congo, la cepa
con mayor silenciamiento mostré6 un mayor porcentaje de germinacion comparado
con la cepa silvestre, sugiriendo un aumento en algin componente de pared como

lo es glucanas y/o quitina.
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Lo reportado previamente en el grupo de trabajo para carbohidratos de pared en
levadura fue una proporcion mayoritaria de glucosa, seguida de manosa, ramnosa
y glucosamina (Martinez-Alvarez et. al., 2017). La mutante Ssoch1-10 mostré un
aumento en quitina del 45%, mientras que mutantes que tienen 100 y 98% de

silenciamiento muestran un aumento similar tanto en quitina como en glucosa.

El aumento de quitina fue confirmado por la exposicion de quitina y tincién con
FITC, y se observa que la cepa con mayor silenciamiento muestra un aumento de
quitina. Lo que nos sugiere que el silenciamiento del gen SsOCH1 afecta la

composicién y estructura de la pared de S. schenckii

Este aumento en quitina y glucosa se ha observado en cepas con defectos en N-
glicosilaciéon, ademéas de una disminucion drastica de manosa. En las cepas
silenciadas no se observo diferencia en manosa por lo que se analizaron N- y O-
mananas y lo que se observo fue que efectivamente la N-manosilacién esta
afectada en ambas cepas silenciadas pero esta deficiencia es compensada por un
aumento en las O-mananas. Esto nos habla de que la O-glicosilacion tiene un
papel importante en la estructuracion de pared de S. schenckii. Esta participacion
de la O-glicosilacion en estructuracion de pared también fue reportada en C.

parapsilosis (Pérez- Garcia, L., et al., 2016)

En C. albicans, las mananas y 1,3- glucanas tienen un papel importante durante
la interaccion del patdgeno con el sistema inmune innato y la interrupcion de la N-
manosilacion reduce la capacidad de estimulacion de citosinas (Netea., et al.,
2006).

Las diferencias en pared celular que muestra S. schenckii pueden influir en la
participacion de los receptores involucrados en la estimulacion de citocinas por
hPBMCs (Martinez- Alvarez., et. al., 2017). Cuando el gen SsOCH1 es silenciado

se observa una diferencia en la estimulacién de citocinas.
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La estimulacion de citosinas en interaccion con hPBMCs y S. schenckii es
dependiente de la morfologia en células vivas. La produccién de IL-6 y TNFa en
las mutantes silenciadas se ve disminuida en conidias, indicando que los (31,3-
glucanos en esta morfologia pueden estar modificados, ya que este es un ligando

importante para la estimulacion de estas interleucinas.

El morfotipo de levadura presentd aumento en la estimulacion de IL-6 y TNFa
cuando los componentes internos de pared fueron expuestos por inactivacion con
calor. Sin embargo, en las cepas mutantes tanto en levaduras vivas e inactivadas
por calor, la estimulacion de IL-6 y TNFa se ven disminuidas con respecto a la

cepa silvestre. Mientras la IL-10 e IL-1B no muestran diferencias.

En trabajos previos (Martinez —Alvarez., et al., 2017), se decidi6 bloquear el
receptor dectina-1 en hPBMC e interaccionar con células de S. schenckii, se sabe
que este receptor es importante en el proceso de la fagocitosis y reconoce a 31,3-
glucanas, demostrando que el receptor esta involucrado en el reconocimiento de
dicho patégeno y en la produccién de TNFa e IL-6. La estimulacién de IL-6 y TNFa
cuando se interaccionan macrofagos con células vivas e inactivadas por calor de
las cepas silenciadas no muestran diferencia. Para IL-10 si hay diferencia con la

cepa Ssoch1-10 mostrando un aumento en las células inactivadas por calor.

La disminucion y aumento de estas interleucinas en las cepas silenciadas indica
que el defecto en N-glicosilacion causa modificacion de los 1,3-glucanos y el
reconocimiento es diferente en células del sistema inmune, como lo son hPBMC y

macrofagos.

El analisis de interaccion de macréfagos derivados de hPBMC con S. schenckii
muestra que las mutantes silenciadas son internalizadas con menor porcentaje en
comparacion con la cepa silvestre, sugiriendo que la N-glicosilacion tiene un papel

importante durante la fagocitosis del hongo. Es posible sugerir que el arreglo en la
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pared celular de las cepas silenciadas oculte ciertos PAMPs y con esto las células

del hongo pasan desapercibidas por los macrofagos y eviten ser fagocitadas.

Las mutantes Ssochl1-10 y Ssoch1-2.2 muestran una atenuacién de la virulencia
en el modelo de infeccion de G. mellonella, recuperandose unidades formadoras
de colonia similares en las cepas analizadas. El silenciamiento del gen SsSOCH1
muestra diferencias en la induccién de interleucinas y cambios en composicion de

pared, lo que puede contribuir a esta diminucién de virulencia.

La disminucion en la expresion del gen SSOCHL1 tiene como resultado cambios en:
composicion y organizacion de pared celular del hongo, interaccion con células del
sistema inmune, y atenuacion de la virulencia. Estos resultados sugieren una
importante participacion de componentes de la ruta de la N-glicosilacion en la

virulencia y reconocimiento inmune de Sporothrix schenckii.
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CONCLUSIONES

El gen OCHL1 aislado de S. schenckii es capaz de restaurar el fenotipo de la cepa
mutante ScochlA de S. cerevisiae, sugiriendo fuertemente que este podria ser el

ortélogo funcional del gen OCH1 en S. schenckii.

Se realizé la optimizacion de un protocolo de transformacion mediada por A.

tumefaciens.

Se logro el silenciamiento del gen OCH1, obteniendo un grupo de mutantes con
diferentes grados de silenciamiento: 100%, 98%, 96% 86% y 43%, las cuales

presentan una sola insercion, capacidad de dimorfismo y estabilidad mitética.

Se analizaron las cepas Ssochl-10 y Ssochl-2.2, con 86% y 43% de

silenciamiento, las cuales mostraron aumento de quitina en la pared celular.

Los B1,3-glucanos estan involucrados con la estimulacion de interleucinas en las

cepas silenciadas.
La virulencia en las cepas silenciadas es atenuada, sugiriendo un papel importante

de la ruta de la N-glicosilacion de S. schenckii durante la interaccion con el

hospedero.
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PERSPECTIVAS

Desarrollo de una construccion para la delecion génica, asi se tendra una

rapida confirmacion de mutantes.

Determinacién de sitios de insercién de la construcciéon de silenciamiento.

Andlisis de los diferentes receptores involucrados en la respuesta inmune

de las mutantes silenciadas.

Analisis de virulencia de las mutantes silenciadas en modelo murino.
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