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RESUMEN

Como parte del sistema litico de degradacion de pared celular vegetal que emplea el hongo
Colletotrichum lindemuthianum en su interaccion con frijol, se encuentra la enzima endo-f3-
(1-6)-galactanasa involucrada en la degradacion de arabinogalactanos (AG). Los AG son
polisacaridos compuestos por un esqueleto principal de D-galactosa unidos por enlaces f-
(1-3), sustituidos en C(O)6 por cadenas laterales de B-(1-6)-D-galactosa y terminados
generalmente en L-arabinosa. Los AG se localizan en la fraccion soluble de la hemicelulosa
y pectina o se pueden encontrar unidos via hidroxiprolina a proteinas formando las
denominadas proteinas de arabinogalactano (AGPs), una familia de proteoglucanos
complejos que se encuentran en la pared celulares, membrana plasmatica y en la matriz
extracelular. La funcion reportada para la endo-p-(1-6)-D-galactanasa es degradar enlaces
B-(1-6)-D-galactosidicos liberando galactosa y endo-B-(1-6)-galactobiosa.

Se identifico un fragmento de 1101 pb correspondiente a un transcrito con un marco de
lectura de 367 aminoacidos deducidos con un codon de detencion, un UTR en el extremo 3°
de 118 pb y un poli(A) de 33 adeninas al que se denomin6 Clebg. La comparacion con
bases de datos mostré 80-85% de similitud con las secuencias de aminoacidos de B-(1,6)-
D-galactanasas reportadas para Glomerella graminicola, Colletotrichum gloesporoides y
Colletotrichum higginsianum. El analisis in silico basado en la proteina Man5A cristalizada
no mostrd interacciones estables.

Se evalué la expresion del gen de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa de Colletotrichum
lindemuthianum por gPCR crecido de xilana, arabinogalactano (LWAG) y pared celular por
0, 2, 6, 12, 24 y 48 horas. El gen de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa de Colletotrichum
lindemuthianum presenta niveles basales de expresion en presencia de glucosa y se induce
en la raza patogena (1472) en cultivo con pared celular vegetal pero no en la raza no
patdgena (0) siendo este sustrato el mejor inductor de la expresion del gen de la endo-f-
(1,6)-D-galactanasa.

Por los resultados anteriores se sugiere que la endo-B-(1,6)-D-galactanasa podria ser un
factor de patogenesis de Colletotrichum lindemuthianum.
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1. INTRODUCCION

Colletotrichum lindemuthianum, es un hongo fitopatdgeno causante de la antracnosis en
plantas de frijol (Phaseolus vulgaris). Esta enfermedad puede ocasionar hasta el 90% de
pérdidas en cultivos de variedades de frijol susceptibles al patdégeno bajo condiciones
ambientales favorables para el desarrollo del mismo (Pastor-Corrales, 1994). La pared
celular vegetal es la principal barrera fisica entre un organismo patdgeno y la célula durante
el proceso de infeccion, debido al elevado peso molecular de los polisacéridos que la
conforman y a los enlaces ionicos y covalentes que se establecen entre estos formando una
estructura estable y dificil de penetrar. Por esta razon, los patégenos de plantas producen un
amplio rango de enzimas capaces de degradar polisacaridos importantes de la pared celular
(Vorwerk, 2004, Riou, 1991).

Los polisacéaridos presentes en la pared celular son los compuestos organicos mas
abundantes en la naturaleza y representan una fuente de carbono importante para los
patdgenos. En el caso de C. lindemuthianum y de otros organismos fitopatégenos, la
despolimerizacién de la pared celular les provee de nutrientes necesarios para su
crecimiento y metabolismo (Bauer, 2006, Munch, 2008).

Existe una gran cantidad de enzimas involucradas en la despolimerizacién de la pared
celular, éstas juegan un papel clave el proceso infeccidn del hongo y desarrollo de sintomas
(Wijesundera, 1989). En la caracterizacion del sistema litico de Aspergillus por ejemplo, se
encontr6 una gran variedad de enzimas: endoglucanasas, celobiohidrolasas, endoxilanasas,
pectin liasas y enzimas accesorias como Xilosidasas, arabinofuranosidasas, galactosidasas y
endogalactanasas que llevan a cabo ésta funcion (P. de Vries, 2001).

Los hongos pueden utilizar distintos conjuntos de genes que codifican enzimas liticas
(Tian, 2009). De acuerdo con lo reportado por Kahmann y col. (2001), la identificacion de
genes expresados especificamente por hongos durante la enfermedad, proporciona
marcadores que pueden ser utilizados para controlar con precision la progresion de la
enfermedad, es por este motivo que la caracterizacion previa de los genes involucrados en
dicha expresion es fundamental. Asi mismo, se ha determinado en sistemas liticos de
hongos ya caracterizados que la expresion de genes especificos de enzimas liticas puede

responder a varios inductores (Foreman, 2003).




VILLA-RIVERA M. G., 2013

En el presente proyecto se aislé y analizd el ADNc que codifica para la enzima endo-f-
(1,6)-D-galactanasa de C. lindemuthianum. Esta enzima ha sido reportada anteriormente
como integrante del sistema de degradacion de pared celular en hongos como Aspergillus
(P. de Vries, 2001), y Sclerotinia sclerotiorum (Riou, 1991).

En estudios previos se ha logrado la purificacion de la endo-p-(1,6)-D-galactanasa de varios
hongos, sin embargo, la secuencia y expresion heter6loga de cDNA sélo ha sido reportada
para Trichoderma viride (Kotake, 2004), Fusarium oxisporum (Sakamoto, 2007) y
Neurospora crassa (Takata, 2010).

Se ha reportado que la endo-B-(1,6)-D-galactanasa estéd involucrada en la degradacion de
arabinogalactanos (AG) que se encuentran en la fraccion soluble de la hemicelulosa o
unidos via hidroxiprolina a proteinas formando las denominadas proteinas de
arabinogalactano (AGPs), una familia de proteoglucanos complejos que se encuentran en
las paredes celulares, membranas plasmaticas y en la matriz extracelular (Clarke, 1979,
Showalter, 1993, Pérez Almeida, 2006). La mayoria de los AGPs se caracterizan por tener
un contenido de proteinas menor del 10% y mas de 90% de carbohidratos (Cassab, 1998).
La funcion especifica reportada para la endo-p-(1,6)-D-galactanasa es degradar enlaces f3-
(1,6)-D-galactosidicos liberando galactosa y endo-B-(1,6)-galactobiosa en las cadenas de

arabinogalactanos (Brillouet, 1991).
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2. ANTECEDENTES
2.1 Patotipos de Colletotrichum lindemuthianum

C. lindemuthianum es un hongo ascomiceto que causa la enfermedad de la antracnosis en
cultivos de frijol (Sugiyama, 1998). El género Colletotrichum han sido recientemente
considerado dentro de los diez hongos fitopatdgenos mas importantes de acuerdo a su
relevancia econémica y cientifica (Dean, 2012).

En C. lindemuthianum, distintas cepas de la especie infectan diferencialmente a un grupo
de cultivares de una misma especie hospedera, estas cepas se agrupan en razas fisioldgicas
0 patotipos, identificados con base en pruebas de interaccion con doce cultivares
diferenciales de Phaseolus vulgaris. Cuando un aislado es capaz de establecer una
interaccion de compatibilidad (el aislado es patdgeno) con uno 0 mas cultivares, entonces el
aislado se identfica con base en la suma de los valores asignados de los cultivares que
fueron susceptibles al aislado probado, si un aislado es incapaz de establecer una
interaccion de compatibilidad con los cultivares, se designara como patotipo 0 (Rodriguez-
Guerra, 2006).

En México se ha reportado una gran diversidad patogénica de C. lindemuthianum
(Balardin, 1997) y se han colectado 59 aislados de los estados de Chihuahua, Durango,
Zacatecas, Jalisco y Michoacén. Entre estos aislados se identificaron diez patotipos de los
cuales la raza 1472 proveniente de Zacatecas se ha descrito como fuertemente patogénica y
la raza 0 proveniente de de Jalisco y Michoacéan, se identific6 como no patogénica
(Gonzalez, 1998).

2.2 Proceso de infeccion de Colletotrichum lindemuthianum

Durante el proceso de colonizacién de C. lindemuthianum se presentan dos formas de
nutricion: biotrofia, cuando los nutrientes se obtienen de células vivas y necrotrofia que se
caracteriza por el desarrollo de hifas secundarias que se ramifican a traves de los tejidos del
huésped provocando la muerte de las células (Perfect, 2001, Perfect, 1999).

Durante la fase biotréfica la espora del hongo se adhiere a la superficie de la planta, esta
adhesion es posible gracias que ésta posee una cubierta fibrilar rica en carbohidratos que
presenta en su superficie un ndmero irregular de poros. La cubierta de la espora de C.

lindemuthianum le permite adherirse a superficies hidrofobicas de la planta y es la
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superficie de contacto requerida para iniciar la diferenciacion del tubo germinal y del
apresorio (Rawlings, 2007). Se ha reportado en varias especies de Colletotrichum que las
esporas censan sefiales fisicas y quimicas de la superficie de la planta capaces de disparar la
germinacion y formacion de un tubo germinal pequefio, que posteriormente se diferencia en
un apresorio (4-5 um) inicialmente hialino pero que rapidamente se melaniza. EI apresorio
crea una alta presion de turgencia que proporciona fuerza mecanica para la perforacion de
la cuticula y la penetracion de la pared celular de las células de la epidermis. Estas hifas de
penetracion se ensanchan dentro de las células epidermales formando vesiculas de
infeccion e hifas primarias intracelulares, las cuales colonizan algunas células del
hospedero realizando su recorrido a través del limen celular causando un dafio minimo a
las paredes celulares. Tanto las vesiculas de infeccion como las hifas primarias se
encuentran rodeadas por una matriz extracitoplasmica de glicoproteinas secretadas que esta
conectada con los protoplastos vegetales y que separa la pared celular del hongo de la
membrana plasmatica de las células del huésped (Fig. 1) (Idnurm and Howlett, 2001,
O"Conell, 1985, Mendgen, 2002).

Entre las 48 y 72 horas post inoculacion, dependiendo de las condiciones ambientales,
comienza la fase necrotréfica. Esta fase se caracteriza por el desarrollo de hifas secundarias
que crecen tanto intracelularmente como intercelularmente y se ramifican dentro de los
tejidos de la planta, son de un didmetro mas pequefio que las hifas primarias y carecen de
cubierta extracitoplasmatica. Las hifas secundarias producen ademas, una gran cantidad de
toxinas y enzimas hidroliticas capaces de degradar pared celular y proteinas causando lisis
y muerte celular al penetrar los protoplastos. Es durante éste periodo cuando se manifiestan
los sintomas de antracnosis en la planta (Mendgen, 2002, O Conell, 1985, Divon, 2007,
Miinch, 2008).

Las enzimas hidroliticas secretadas por las hifas secundarias durante el periodo necrotréfico
son fundamentales debido a que la despolimerizacion de la pared celular permite la
liberacion de una amplia variedad de azGcares monoméricos y oligoméricos que
representan una fuente directa de carbono que provee de nutrientes al hongo (Munch,
2008). En un estudio previo realizado por Wijensudera y col. (1989), se encontrd que en

cultivos de C. lindemuthianum se produce la secrecion de varias enzimas, principalmente

10
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una endo-poligalacturonasa, dos pectin liasas, a y [ galactopiranosidasas, «o

arabinofuranosidasa y proteasas durante la degradacion de la pared celular.

TRENDS in Plant Science

Figura 1. Proceso de infeccion hemibiotréfica de C. lindemuthianum. Una espora (S) ataca la superficie del
hospedero y germina para formar u pequefio tubo germinal, que se diferencia en un domo, el apresorio
melanizado(A). La hifa de penetracion (PE) desarrollada en la base del apresorio, transforma la presién
interna en una fuerza mecanica que penetra la cuticula y la pared celular. La hifa de penetracion se hincha
dentro de la célula epidermal y forma una vesicula (V) y una hifa primaria bien desarrollada (PH), la cual esta
rodeada por la invaginacion de la membrana plasmética vegetal. El protoplasma del huésped permanece vivo
durante el estado biotrofico (a) y una matriz interfacial separa el protoplasto del hongo y el del huésped
(amarillo). Uno o dos dias después de la penetracion, comienza la desintegracion de la membrana plasmatica
vegetal, generando la muerte de la célula huésped (b). Debido a que nuevas células son colonizadas por hifas
primarias, la secuencia de una fase biotrofica seguida de muerte celular se repite progresivamente (c). Este
proceso termina tan pronto como se desarrolla una hifa secundaria (SH), la cual no se encuentra rodeada por
la membrana del hospedero y carece de una matriz interfacial. Las paredes celulares del huésped son
degradadas debido a la secrecion de una gran cantidad de enzimas liticas que son secretadas por las hifas
secundarias. (Tomado de Mendgen, 2002).

Adicionalmente, Dufresne y col en 2000 caracterizaron el gen CLTA1 (C. lindemuthianum
transcriptional activator 1) que codifica a un activador transcripcional putativo del tipo
dedo de zinc que podria estar involucrado en la transicion entre la fase biotrofica y
necrotrofica. Demostraron que en plantas con silenciamiento de este gen, el hongo era
capaz de desarrollar hifas primarias pero no hifas secundarias. Fenotipicamente se observo
solo la aparicion de lesiones necroticas tipicas de una respuesta hipersensible (Dufresne,
2000).

11
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2.3 Estructura y composicion de la pared celular.

La pared celular vegetal es una delgada capa flexible de 0.1-1 um que rodea el protoplasto.
Est& formada principalmente de polisacéridos y de algunas proteinas estructurales en menor
cantidad (Keegstra, 2010). La pared celular, proporciona forma a los diferentes tipos
celulares necesarios en la formacion de tejidos y érganos de la planta, constituye la interfaz
entre células adyacentes y tiene un papel importante en adhesion intercelular; permite la
comunicacion celular y hace posible el movimiento de agua y nutrientes, regula la presion
osmotica manteniendo la integridad de la célula y de la planta misma, y tiene un papel
fundamental en las interacciones planta-patdgeno actuando como barrera fisica entre el
patégeno y el interior de la célula e induciendo las reacciones de defensa de la planta
(Somerville, 2004, Vorwerk, 2004, Keegstra, 2010, Burton, 2010).

Usualmente se ha dividido estructuralmente a la pared celular vegetal dos categorias: 1)
Pared primaria la cual rodea células en crecimiento y 2) Pared secundaria que se deposita
una vez que la célula dejé de crecer, entre sus caracteristicas principales se encuentra su
alto contenido de lignina. La lignina es una larga molécula polifendlica que hace resistentes
a las paredes a la fuerza compresiva y restrictiva del transito de moléculas (Burton, 2010).
A manera de interfaz entre la paredes secundarias de células adyacentes se encuentra una
delgada capa adhesiva denominada ld&mina media formada principalmente por polisacaridos
pécticos (Cosgrove, 2005, Keegstra, 2010, Kubicek, 2013).

Es dificil definir cuando la pared celular primeria es remplazada por pared celular
secundaria. Las diferencias que han sido bien descritas entre una y otra refieren que los
polisacaridos no celul6sicos de las paredes secundarias generalmente presentan mayor
grado de ramificaciones o presentan varias sustituciones en la cadena principal y se

consideran menos solubles en un medio acuoso (Burton, 2010).

2.3.1 Polisacéaridos

La pared celular primaria esta formada quimicamente por microfibrillas de celulosa. La
celulosa es uno de los componentes principales tanto de la pared celular primaria como
secundaria. Esta constituida por moléculas de glucosa unidas por enlace p-(1-4) formando

una red cristalina que se encuentra inmersa en una matriz de polisacaridos de dos tipos:

12
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1) Polisacaridos pécticos. Constituyen el mayor componente de paredes celulares
primarias de plantas dicotiledioneas. Incluyen homogalacturonano, xilogalacturonano,
apigalacturonano, ramnogalacturonano, entre otros polisacéridos. La proporcion entre estos
componentes es variable pero tipicamente el homogalacturonano es el polisacarido mas
abundante constituyendo aproximadamente el 65% de la pectina. EI homogalacturonano
esta formado por residuos de acido galacturénico unidos por enlaces a-D-(1-4) que pueden
ser modificados por metil esterificacion en el C-6 o por la presencia de grupos acetil en el
0-2 y 0-3, la acetilacién o metilacion puede influenciar profundamente sus estructuras y
las propiedades de los polisacaridos convirtiendo a la pectina en un polisacarido altamente
heterogéneo. El contenido de pectina en las plantas varia dependiendo del ambiente, tejido
y especie de planta (Lara-Marquez, 2011a, Harholt, 2010).

La pectina contribuye a la resistencia mecanica, porosidad, adhesion y rigidez de la pared
celular y esta involucrada en varios procesos incluyendo extension y sefializacion
intercelula. Adicionalmete, los polisacaridos pécticos son una fuente de moléculas de
sefializacion (Harholt, 2010, Burton, 2010).

2) Hemicelulosa: un grupo heterogéneo de polisacaridos caracterizados por poseer
moléculas de glucosa, manosa o xilosa unidos por enlaces B-(1-4). Los polisacaridos méas
importantes en la hemicelulosa son: xiloglucanos, xilana, mananos, glucomananos y
glucanos B-(1-3, 1-4). En paredes celulares primarias el xiloglucano es el componente mas
abundante de las hemicelulosas, pero se pueden encontrar en menor cantidad algunos otros
polisacaridos como son galactanos, arabinanos, y arabinogalactanos. Todas las
hemicelulosas muestran diferencias estructurales entre especies de plantas e incluso entre
los distintos tipos de células en un mismo organismo (Scheller, 2010). La estructura de la
hemicelulosa permite que estos azucares complejos se encuentren a lo largo de la superficie
intercalados dentro de los paquetes de celulosa, formando una matriz (Kohorn, 2000). Esta
matriz provee flexibilidad y soporte mecanico a la célula y su inherente porosidad permite
que el agua y otras moléculas pequefas difundan a través de la pared (Burton, 2010).

Fragmentos de polisacaridos no celuldsicos de las paredes celulares estan implicados en la
regulacién del crecimiento de la planta y estan asociados a rutas de sefalizacion

relacionadas con la pérdida de integridad de la pared celular (Burton, 2010).

13
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Se estima que una pared celular tipica esta constituida por un 40.6 a 51.2% de celulosa,
28.5 a 37.2 % hemicelulosa, 10 a 35% pectina, 13.6-28.1% lignina y 10% de proteinas.
(Pauly, 2008).

2.3.1.1 Arabinogalactanos (AGS)
Los arabinogalactanos (AGs) son polisacaridos ricos en arabinosa y galactosa. Estos
polisacaridos se han encontrado en tejidos de plantas de forma libre o asociados
covalentemente con proteinas formando proteoglicanos (Clarke, 1979). Los AGs son
agrupados de acuerdo a su estructura en dos tipos:

) Arabinogalactanos tipo I.
Los Arabinogalactanos tipo | se caracterizan por tener un esqueleto de residuos lineares de
galactopiranosa unidos por enlaces -(1-4) sustituidos por cadenas a-(1-3)-arabinofuranosa,
principalmente; aunque también pueden contener ramnosa, Xilosa o &cido uronico (Clarke,
1979, de Vries, 2002).
Los AGs tipo | estan presentes en los complejos pécticos de semillas, bulbos, hojas y en la
madera de coniferas. Especificamente se han encontrado -(1-4)-galactano y AGs tipo | en
las cadenas del Ramnogalacturonano | en la pectina ( Clarke, 1979 y Pérez Almeida,
2006,).

i) Arabinogalactanos tipo I1.
Los arabinogalacanos tipo Il son conocidos también como Arabino-3,6-galactanos. Su
estructura consiste en una cadena de aproximadamente 30 a 150 residuos de D-galactosa
unidos por enlaces B-(1-3), sustituidos en C(O)6 por cadenas laterales de B-(1,6)-D-
galactopiranosa terminados generalmente en arabinosa enlazado a la galactosa por enlaces
a-(1-3) (Pérez Almeida, 2006, Gaspar, 2001). Algunos anélisis quimicos de AGs tipo Il
sugieren que la cadena principal contiene una estructura repetitiva de aproximadamente 7
residuos de B-(1-3)-D-galactosa interrumpidos por las cadenas laterales de B-(1,6)-D-
galactosa o a-(1-5)-arabinofuranosa (Ellis, 2010). Se ha reportado que algunos AGs tipo Il
pueden estar modificados en menor cantidad por otros monosacaridos como son L-
ramnosa, D-manosa, D-xilosa, D-glucosa, L-fucosa, D-glucosamina, acido D-glucurénico,

y &cido D-galacturénico (Showalter, 2001).
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Los AGs tipo Il se han encontrado en semillas, hojas, raices, frutos y en el tejido
xilematico. En las paredes celulares se encuentran en la fraccion soluble de la hemicelulosa
(Clarke, 1979).

2.3.2 Proteinas.

Aunque las proteinas presentes en la pared celular constituyen aproximadamente el 10% del
total de la misma, son componentes esenciales ya que estan involucradas en la modificacion
de otros componentes de la pared, estructura, sefializacion e interacciones con las proteinas
de la membrana plasmaética en la superficie celular (Figura 2) (Jamet, 2008). Anteriormente
se creia que estas proteinas solo se caracterizaban por ser ricas en uno o dos aminoécidos,
poseer dominios con secuencias altamente repetitivas y podian estar pobre o altamente
glicosiladas en base a esto se clasificaban en cuatro tipos: i) Extensinas. o proteinas ricas en
hidroxiprolina. Se caracterizan por poseer un alto contenido de hidroxiprolina y serina. ii)
Proteinas ricas en glicina las cuales contienen una estructura primaria conformada por mas
70% de glicina ubicada en pequefias unidades repetitivas. iii) Proteinas ricas en prolina
caracterizadas por contener repeticiones de Prolina-Prolina contenidas en una variedad de
unidades de repeticion mas extensas; y por ultimo, iv) Proteinas de arabinogalactano
(Showalter, 1993, Carpita, 1996, Cassab, 1998).

En los ultimos afios se ha intensificado el estudio referente a la proteémica de la pared
especialmente en Arabidopsis thaliana donde se han descrito alrededor de 400 proteinas de
pared celular de las cuales el 87% han sido categorizadas en base a predicciones
bioguimicas y funcion biol6gicas mientras que el 13% restante consiste en proteinas cuya
funcién no es conocida aun. Las principales categorias de proteinas de pared celular son las
siguientes: proteinas que actGan en carbohidratos (26%), Oxido reductasas (12.4%),
proteasas (11.9%), proteinas con dominios de interaccion (10.6%), Proteinas involucradas
en sefalizacion (7.4%), proteinas relacionadas con el metabolismo de lipidos (5.4%) y
proteinas estructurales (11.9%) (Jamet, 2006 y Jamet, 2008,)
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Figura 2. Representacion de las proteinas que constituyen la pared celular vegetal y la superficie de contacto
con la membrana plasmatica asi como los carbohidratos extracelulares. Celulosa sintasa (CSA), microttbulos
citoplasmicos (MTs), Proteinas de arabinogalactano (AGPs), Cinasas asociadas a la pared celular (WAK),
Proteinas ricas en glicina (GRPs). (Tomado de Kohorn 2000)

2.3.2.1 Proteinas de arabinogalactano (AGPs)

Las proteinas de arabinogalactano (AGPs) son glicorproteinas constituidas por menos del
10% de proteinas (ricas en residuos de hidroxiprolina, alanina, serina y treonina) las cuales
son O-glicosiladas por uno o mas complejos de arabinogalactanos tipo Il (descritos
anteriormente) los cuales constituyen el 90% del peso total de las AGPs. El tamaiio del
complejo AG puede variar de 90 a 120 residuos de galactosa (Clarke, 1979 y Gaspar,
2001,). Estas proteinas han sido incluidas dentro de la superfamilia de proteinas ricas en
hidroxiprolina las cuales se han agrupado de acuerdo al grado de glicosilacion en las
siguientes familias: Proteinas de arabinogalactano (AGPs) las cuales se encuntran altamente
glisiladas; Extensinas (EXTSs) de glicosilacion moderada y por altimo proteinas ricas en
prolina (PRPs) cuyo grado de glicosilacion es muy bajo. (Showalter, 2010)

Se ha especulado recientemente que el nucleo proteico de las AGPs puede tener varios
sitios de glicosilacion siendo estos la superficie de contacto con otras moléculas (Seifert,
2007). Las AGPs son encontradas en la membrana plasmatica, en la pared celular, en el
espacio apoplastico y en secresiones (superficie del estigma y exudados) (Fig. 2) (Ellis,
2010).

Los AGs tipo Il se encuentran unidos al nucleo proteico via Hidroxiprolina y posiblemente
a traves de Serina y Treonina o por medio de residuos de arabinosa unidos a hidroxiprolina,
en algunos casos la region de la proteina rica en hidroxiprolina se encuentra interrumpida
por una pequefa region basica (Fig 3), ademas de éste dominio rico en hidroxiprolina, el
nucleo proteico se caracteriza por tener un dominio C-terminal hidrofébico (Showalter,
2001 y Gaspar, 2001).

16



VILLA-RIVERA M. G., 2013

Cuando las AGPs se encuentran asociadas a la membrana plasmatica, lo hacen a través de
un anclador glicosil fosfatidil inositol (GPI), el C-terminal del dominio hidrofébico es la
sefial para la adicion del GPI el cual se acopla via fosfoetanolamina a D-Manosa-(1-2)-a-D-
Manosa-(1,6)-a-D-Manosa (1-4)-a-D-N-acetilglucosamina que es unido a un residuo de
inositilfosfoceramida (Seifert, 2007).

Las AGPs se han dividido en dos clases en funcién de su ndcleo proteico: AGPs Clésicas
caracterizadas por poseer un nucleo proteico rico en hidroxiprolina, alanina, serina, treonina
y glicina; y AGPs no clasicas las cuales poseen un nucleo protéico pobre en hidroxiprolina
pero rico en cisteina o asparagina (Mau, 1995, Showalter, 2001). Las AGPs clasicas tienen
ademas un dominio transmembranal hidrofébico adherido a su C-terminal que actia como
sefial para el anclaje del glicosil fosfatidil inositol (GPI) que es el punto de unién a la
membrada plasmatica. Tanto el N-terminal como el C-terminal son removidos de la
proteina madura, a diferencia de estas, las AGPs no clasicas tienen estructuras mas
heterogéneas y es menos probable encontrar en ellas el GPI (Gaspar, 2001, Pérez Almeida,
2006 y Ellis, 2010,)

El andlisis de diferentes tejidos y de varias especies de plantas sugiere que hay gran
heterogeneidad tanto en el componente carbohidrato como proteina (Gaspar, 2001).

El nicleo proteico
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Figura 3. Estructura de una proteina de arabinogalactano (AGP). A) Diagrama del componente proteico
indicando el dominio rico en hidroxiprolina donde se unen los Arabinogalactanos tipo 1l (AGs) B) Nucleo
carbohidrato de Arabino-3,6-galactanos.
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2.3.2.2 Funcion de las AGPs

Se ha reportado que las AGPs se presentan en la célula como secreciones al espacio
intercelular o en cuerpos multivesiculares intracelulares. La mayoria de las AGPs estan
ancladas, a veces en forma transitoria, a la membrana plasmatica mediante un anclaje de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Varias lineas de evidencia sugieren que la funcion de las
AGPs esté relacionada con distintos aspectos del crecimiento y desarrollo de la planta,
debido a que estudios realizados acerca de los patrones de expresion en 6rganos, tejidos y
tipos celulares especificos indican que las AGPs sirven como marcadores de identidad y
destino celular (Showalter, 2001 y Seifert, 2007,)

Ciertas AGPs estan involucradas también en el desarrollo del tejido xilemético en las
plantas, en el ensanchamiento de la pared celular secundaria y en la muerte celular
programada. Las AGPs poseen también la habilidad de controlar la embriogénesis en la
planta segun se ha demostrado en Zinnia, Arabidopsis y otras plantas.

Recientemente las AGPs han sido categorizadas dentro de las proteinas de sefializacion de
la pared celular, Showalter en 2001 ya especulaba acerca de esta funcion de las AGPs
basado en la estructura de las mismas proponiendo incluso algunos modelos de cémo
podrian estar involucrados en la comunicacién y/o adhesion celular (Jamet, 2008,
Showalter, 2001). Por otro lado, se ha demostrado que algunas AGPs presentan un dominio
conservado de seis residuos de cisteina denominado dominio PAC (prolina, AGP, cisteina)
con una pequefia glicoproteina LAT52 que se ha reportado interactda con un receptor RLK
(receptores de cinasas) llamado LePRK2. Se ha sugerido que el dominio PAC es el
intermediario en la unién entre AGPs y RLKs y asi mismo se plantea que RLKs y AGPs
pueden ser el enlace entre la matriz de polisacaridos y la sefializaciéon celular (Seifert,
2007).

Adicionalmente a las funciones de las AGPs en plantas, se encuentra la importancia
comercial. Las AGPs son componentes de exudados de un gran nimero de plantas ya que le
confiere propiedades importantes como la viscosidad a los productos derivados de éstos
exudados. Las AGPs y los arabinogalactanos de tipo Il pueden tener también aplicacion en
la medicina. Se ha reportado que ambas moléculas estimulan el sistema inmune animal, en
algunos casos activando un sistema complementario y en otros aumentando la actividad

citotoxica en el proceso de muerte celular natural (Showalter, 2001).

18



VILLA-RIVERA M. G., 2013

2.4  egradacion enzimatica de abinogalactanos tipo I1.

Las AGPs y Ags tipo Il son hidrolizados por tres enzimas diferentes (Brillouet, 1991). Las
que se encargan de la degradacion de la cadena principal de galactosa unidos por enlace 3-
(1-3) liberando residuos de D-galactosa (Tsumaraya, 1990). Las exo-B-(1-3)-D-
galactanasas han mostrado alta especificidad a su sustrato independientemente del grado de
polimerizacion, se ha demostrado incluso que estas enzimas pueden actuar sobre el sustrato
ramificado (Ichinose, 2006a). Las a-L-arabinofuranosidasas que hidrolizan los enlaces que
unen los residuos terminales de arabinosa y las endo-B-(1,6)-D-galactanasas encargadas de
la degradacion de enlaces B-(1,6) en las cadenas laterales de AGs actuan sinergisticamente
(Fig. 3) (Takata, 2010).
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Figura 4. Degradacion enzimatica de arabinogalactanos tipo II por a-L-arabinofuranosidasas, exo y endo -
galactanasas indicando los respectivos sitios de corte.

El primer reporte de la caracterizacion de una endo-B-(1,6)-D-galactanasa ocurrio en 1991,
cuando se purificd la enzima proveniente de Aspergillus niger y se sefial6 que la accion de
ésta enzima consistia en hidrolizar especificamente las cadenas laterales p-(1,6)-galactosil
de AGs desarabinosilados liberando galactosa y B-D-(1,6)-galactobiosa (Brillouet, 1991).

Posteriormente con la purificacion y caracterizacion de las B-D-galactanasas de A. niger y
A. aculeatus que actian sobre B-(1-4) y B-3/6 arabinogalactanos, se confirmé la funcién de
la endo-B-(1,6)-D-Galactanasa antes reportada por Brillouet (1991); demostraron ademas,
que la enzima es activa solo en enlaces 3-(1,6) no detectandose hidrdlisis sobre enlaces B-
(1-3) en las cadenas de galactosa. En éste mismo estudio se probd que la primera endo-f-

galactanasa purificada parcialmente de Rhizopus niveus y reportada en 1969 como endo-p-
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(1-3)-galactanasa realmente actuaba sobre enlaces B-(1,6) y no B-(1-3) como se habia
presumido (Lounteri, 2003). También en 2003 se realizo la purificacion y la caracterizacion
de una endo-B-(1,6)-galactanasa procedente del hongo Trichoderma viride, donde se
reporté que la enzima hidrolizaba especificamente B-(1,6) galactooligosacaridos con grado
de polimeracién mayor a tres, y demostraron en sus analisis que la enzima actuaba como
una endo enzima (Okemoto, 2003). Un afio después se clond y expreso en Escherichia coli
un gen codificante de una endo-B-(1,6)-galactanasa de Trichoderma viride, siendo ésta la
primera secuencia de ADNCc reportada para el gen que codifica a ésta enzima. Se encontrd
también que la secuencia de aminoacidos deducida tenia similitud con otras secuencias de
glicosil hidrolasas antes reportadas (Kotake, 2004).

Posteriormente, se purifico y caracterizo una B-(1,6)-galactanasa procedente de Fusarium
oxisporum, se aislé el ADNc correspondiente al gen que codifica la enzima y la secuencia
de aminoacidos deducida mostré muy poca similitud con la secuencia antes reportada para
T. viride, sin embargo, se encontré un alta similitud con enzimas glicosil hidrolasas de la
familia 5 (Sakamoto 2007). Esta familia incluye varios tipos de enzimas como la -
manosidasa, celulasa, exo-B-(1-3)-glucanasa, endo-B-(1,6)-glucanasa, endo-p-(1-4)-
mananasa, endo-p-(1-4)-xilanasa y B-(1-4)-celobiosidasa, entre otras. Las enzimas que
forman parte de la familia 5 de las glicosil hidrolasas se caracterizan por tener estructura
B/a y son conocidas por operar por el mecanismo de retencion via doble desplazamiento
(Sabini, 2000). Los sitios cataliticos de la endo-B-(1,6)-galactanasa de T. viride son dos
residuos de acido glutamico que actian como un par acido/base y un nucledfilo. En la
prediccion de la estructura terciaria de la endo-B-(1,6)-galactanasa de T. viride se confirmé
que ésta enzima pertenecia a la familia 5, dado que mostré una alta similitud a la estructura
terciaria de una B-mananasa de T. reesei (Kotake, 2004).

Posteriormente, se clond y expreso en E. coli el gen putativo de la endo-p-(1,6)-galactanasa
procedente del actinomicete Streptomyces avermitilis, siendo ésta la primera endo-p-(1,6)-
galactanasa identificada en un organismo procariote (Hitomi, 2008).

Recientemente, se caracterizO y expresdO una endo-B-D-galactanasa purificada de
Neurospora crassa en Pichia pastoris. En éste estudio se establecié que la actividad de ésta
enzima incrementa significativamente cuando actia sinérgicamente con a-L-

arabinofuranosidasas (Takata, 2010).
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3. JUSTIFICACION

Las enzimas se han convertido en herramientas insustituibles para la obtencion industrial de
productos de muy diversa indole. Enzimas de distinta naturaleza y actividad son utilizadas
por muchas industrias de alimentos, quimicas o farmacéuticas. Determinadas especies de
hongos filamentosos pertenecientes a los géneros Aspergillus, Trichoderma y Mucor, se
encuentran entre los principales organismos productores de enzimas industriales. Entre
éstos hongos filamentosos se encuentra también C. lindemuthianum que produce una gran
cantidad de enzimas liticas durante su interaccion con la planta de frijol.

Las propiedades funcionales de una proteina derivan de su estructura, que en ultimo
término esta determinada por la secuencia nucleotidica del gen que la codifica, por lo tanto
la parte experimental de la ingenieria de proteinas comienza por el aislamiento del gen que
codifica la proteina sobre la que queremos actuar por lo tanto la caracterizacion de éste gen
es un paso fundamental para lograr dicho proposito.

El presente trabajo se aport6 informacion acerca de la caracterizacion del gen que codifica
la enzima endo-B(1,6)-D-galactanasa que forma parte del sistema litico de C.
lindemuthianum, ésta enzima forma parte del sistema de degradacion de AGPs y AGs,
componentes de la pared celular.

El potencial biotecnolégico de la enzima reside en el sustrato que degradan, se ha reportado
que los AGPs son componentes importantes de exudados y resinas. Otro ejemplo
importante es la utilizacion de estas enzimas por las industrias lacteas que fabrican distintos
productos en los que la lactosa ha sido hidrolizada a galactosa y glucosa mediante la

adicion de lactasas y galactanasas.
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4, HIPOTESIS

El sistema de degradacion de la pared celular vegetal del hongo Colletotrichum
lindemuthianum contiene el gen de endo-galactanasa cuyo producto podria actuar como

enzima accesoria en la degradacién de arabinogalactanos.

5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar y caracterizar un gen de endo-B-(1,6)-D-galactanasa de Colletotrichum
lindemuthianum y establecer su respuesta a diferentes sustratos en dos razas del hongo con
diferente grado de patogenicidad.

5.2.0bjetivos especificos

e Caracterizar el ADNCc de la endo-p-(1,6)-D-galactanasa de C. lindemuthianum.

e Realizar un andlisis in silico de la proteina deducida del gen de la endo-$-(1,6)-D-
galactanasa de C. lindemuthianum.

e Analizar la expresion del gen de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa en dos razas de C.

lindemuthianum con diferente grado de patogenicidad.

22



VILLA-RIVERA M. G., 2013

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material bioldgico

Se utilizaron las cepas patdgena (1472) y no patogena (0) del hongo filamentoso C.
lindemuthianum, procedentes de una coleccion tipificada perteneciente al cepario del
Laboratorio de Estudio de Enzimas Liticas de Pared Celular Vegetal del CMEB, UMSNH.

6.2. Medios de cultivo

El hongo se mantuvo de manera rutinaria en medio sélido de Papa-Dextrosa-Agar (PDA)
(French, 1982) el cual se preparé de la siguiente manera: Se lavaron y cortaron en cuadros
pequefios 250 g de papas, se cocieron en un litro de agua destilada y posteriormente se
filtré con una gasa. Se agregd 15 g de dextrosa previamente disuelta en 100 ml de agua
destilada y 20 g de agar. Finalmente se aford a un L y se esterilizé en autoclave por 15
minutos a 15 libras por pulgada cuadrada de presion (Sterilizer SM510, Yamato). El medio
se distribuyo en cajas de petri de 10 cm de diametro y se almacen6 a 4°C. La preparacion
del medio Papa-Dextrosa (PD) se realiz6 siguiendo el método anterior pero sin agregar
agar.

Para los ensayos de induccién, se cultivé micelio de C. lindemuthianum de ambas cepas
patdégena y no patdégena en medio de Mathur modificado (MgSO,47H,0 2.5 g/l, KH,PO,
2.72 g/l y é&cido L-glutdmico 5.28 g/l como unica fuente de nitrogeno, pH 5.2) con
arabinogalactano (LWAG), xilana 6 pared celular al 2.5% como unica fuente de carbono

respectivamente.

6.3. Purificacion de pared celular vegetal.

Semillas de frijol variedad flor de junio previamente lavadas dos veces con hipoclorito de
sodio al 4% y agua destilada, se germinaron durante 8 dias en oscuridad, transcurrido este
tiempo se colectaron los hipocotilos y se almacenaron a -80°C, posteriormente se procedio
con la purificacion de la siguiente manera: se pesaron 20 g de hipocotilos de frijol y se
maceraron con nitrogeno liquido hasta lograr un fino polvo blanco, a cada 20 g se
agregaron 200 ml de etanol al 70% frio y se someti6 a agitacion permanente, se realizaron

tres lavados con etanol al 70 % en intervalos de dos horas y posteriormente dos lavados con
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acetona. Se filtr6 la acetona y el precipitado se dejo secar durante toda la noche a

temperatura ambiente.

6.4. Ensayos de induccion

Se inocularon tres piezas de 0.6 cm de diametro de micelio en matraces Erlenmeyer de 125
ml con 50 ml de medio PD y fueron incubados a 28°C durante diez dias en una incubadora
orbital a 150 revoluciones por minuto (rpm). Transcurrido este tiempo se filtré y lavo el
micelio con H,O destilada desionizada estéril (H,044¢) para eliminar residuos de PD vy se
transfirié a medio Mathur modificado para posteriormente ser recuperado a las 0, 2, 4, 6, 8,
10, 12, 24 y 48 horas de induccion. A continuacion, el micelio recuperado se almaceno a -
80°C. Adicionalmente, se realiz6 una induccion utilizando glucosa como fuente de carbono

pero Unicamente a 8 horas.

6.5. Purificacion de ARN total

Se tomd aproximadamente 1 g de micelio inducido congelado de C. lindemuthianum de 0,
2,4,6,8, 10,12, 24 y 48 horas de induccion y trituré en mortero con nitrégeno liquido y se
colocé en un microtubo de 1.5 ml estéril previamente lavado con agua dietilpirocarbonada
estéril (H2Opepc), se adiciond 0.5 ml de NTES (NaCl 0.1M, Tris-HCI pH7.5 10 mM,
EDTA 1mM, SDS 1%) y 0.5 ml de fenol cloroformo isoamilico (50:49:1). La muestra se
agitod en vortex por 10 minutos y posteriormente se centrifugé 10 minutos a 8000 rpm. Se
recupero el sobrenadante y se agregd 0.5 ml de fenol cloroformo isoamilico (50:49:1), se
agitd en vortex 10 minutos, se centrifugd 10 minutos a 8000 rmp y se recuperd el
sobrenadante. Se adicion6 dos volimenes de etanol absoluto y 0.1 volimenes de acetato de
sodio 2 M, las muestras fueron incubadas 20 minutos a -20°C. Trascurrido este tiempo se
centrifugé 10 minutos a 8000 rpm y se elimino el sobrenadante, se resuspendié la pastilla
en 300 pl de H,Opepc Y se agregd 300 pl de cloruro de litio 4M, se agité cuidadosamente y
se incubo a 4°C durante toda la noche.

Transcurrido el periodo de incubacién las muestras se centrifugaron 10 minutos a 8000
rpm, se elimind el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en 300 pl de H,Opgpc Y S€
agreg6 dos volumenes de etanol absoluto y 100 ul de acetato de sodio 2M, se incubd por

dos horas a -20°C y se centrifugd nuevamente por 10 minutos a 8000 rpm. Se descarté el
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sobrenadante y se dejo secar la pastilla a temperatura ambiente durante 20 minutos para
posteriormente ser resuspendida en 30 pl de H,Opgpc y Se almacend a -80°C.

Para revisar la integridad del ARN se separd por electroforesis en gel de agarosa al 2%
teflido con sybr safe 1X (Invitrogen) en TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8),
buffer de carga tipo 111 6X (Bromofenol 0.25%, xialencianol FF 0.25% Yy glicerol 30%)
(Sambrook, 2001) con una corriente de 70 voltios (volts) durante 50 minutos. El gel fue
visualizado en un fotodocumentador de luz UV (Logic 200, Imagin System) a 320 nm. Por
altimo se midid la concentracion dada en pg/pl del ARN purificado en un

espectrofotometro de luz UV (BioPhotometer plus Eppendorf).

6.6. Sintesis de ADNc por 3’'RACE

Se agregd a un microtubo de 0.2 ml estéril y previamente lavado con H,Opgpc 0 Siguiente:
1 ug de ARN total, 1 uM de buffer de reaccion 1X para DNasa | (20 mM Tris-HCI pH 8.4,
2 mM MgCl,, 50 mM KCI), 0.2 U de DNasa | y H2Opgpc €n un volumen total de 10 pl. Se
mezclo brevemente la reaccion, se incubd 15 minutos a temperatura ambiente, se inactivé
adicionando 1 pM de EDTA 25 mM y se incubdé a 65°C durante 10 minutos.
Posteriormente se afiadio 1 uM de adaptador 3"’ RACE (10 pmol/ul), 400 uM de cada dNTP
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), se incubd a 65°C durante 5 minutos (Thermolyne Dry-Bath)
y posteriormente se trasfirio a hielo por dos minutos. Transcurrido éste tiempo se adicion6
lo siguiente: buffer para PCR 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), MgCl; 2.5 mM,
DTT 10 mM, RNasaOUT 40 U y SuperScript Il RT 200 U (Invitrogen), se mezclo6
brevemente por pipeteo y se incubd a 50°C durante 50 minutos para posteriormente ser
inactivada a 70°C por 15 minutos (Thermolyne Dry-Bath). Por Gltimo se adicioné 2 U de
RNasa H y se incubd a 37°C durante 20 minutos (SEP LAB Incubator) para remover el
ARN adicional.

6.7. Amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) control

Para corroborar la integridad del ADNc después de la sintesis, se realizd una PCR control
utilizando un par de oligonucle6tidos especificos disefiados sobre un fragmento aislado y
secuenciado del gen constitutivo de B-tubulina de C. lindemuthianum. (Cuadro 2). En un

microtubo de 0.2 ml se preparo la siguiente mezcla: 2 pl de ADNc, 10 pmol de cada
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oligonucleodtido, Buffer para PCR 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 1.5 mM de
MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1 U de Platinum Taq DNA
polimerasa y H,O 44¢ en un volumen final de 25 pl. Se incub6 la reaccion en un
termociclador (Gene Amp PCR System 2700/Applied Biosystems) bajo las siguientes
condiciones: 94°C, 4 minutos seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30
segundos, alineamiento a 55°C durante 35 segundos y extension a 72°C durante 40

segundos; y una extension final a 72°C durante 10 minutos.

6.8. Analisis de expresion por RT-PCR

Se realizaron ensayos PCR utilizando ADNc de micelio inducido con LWAG, xilana y
pared celular de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 y 48 horas de induccién y un par de
oligonucleodtidos especificos GALD y GALR (Cuadro 2) disefiados previamente a partir en
un fragmento secuenciado de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa de C. lindemuthianum para
obtener un fragmento de 621 pb. En un microtubo de 0.2 ml estéril se colocé 2 ul de cadena
sencilla de ADNc, 10 pmol de cada oligonucleédtido especifico, Buffer para PCR 1X (20
mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI), 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), 1 U de Platinum Tag DNA polimerasa y H,0 44 €n un volumen final
de 25 pl. Se incubo la reaccion en un termociclador (Gene Amp PCR System 2700/Applied
Biosystems) bajo las siguientes condiciones: 94°C, 2 minutos seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, alineamiento a 57°C durante 1 minuto y
extension a 72°C durante 1 minuto; y una extension final a 72°C durante 10 minutos.

Los productos de amplificacion se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.2%
en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH 8), buffer de carga tipo Il 6X
(Bromofenol 0.25%, xialencianol FF 0.25% y glicerol 30%) (Sambrook, 2001), tefiido con
Sybr Safe 1X (Invitrogen); marcador de tamafio molecular de 1 Kb Plus DNA ladder
(Invitrogene) y con una corriente de 80 volts durante 45 minutos. El gel fue visualizado en
un fotodocumentador de luz UV (Logic 200, Imagin System) a 254 nm utilizando el
software Kodak Gel Logic 2000.
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6.9. Analisis de expresion por gPCR

Los ensayos de expresion por qPCR se realizaron utilizando ADNc de micelio inducido con
xilana y pared celular de 0, 2, 6, 12, 24 y 48 horas de induccion. Se utiliz6 como control el
gen enddgeno de la B-tubulina. Se disefid un juego de oligonucleédtidos (Btub2-D y Btub2-
R) a partir de un fragmento secuenciado de éste gen proveniente de C. lindemuthianum que
amplifica un fragmento de 94 pb (Cuadro 2). Para evaluar la expresion de Clebg se sintetiz6
un par de oligonucleétidos especificos Galg-D y Galg-R (Cuadro 2) disefiados a partir en
un fragmento secuenciado del ADNc de la endo-p-(1,6)-D-galactanasa de C.
lindemuthianum que amplifica un fragmento de 137 pb. En un microtubo de 0.2 ml estéril
se coloc6 200 ng de cadena sencilla de ADNc, 2 picomol de cada oligonucleétido
especifico, 5 pl de EXPRESS SYBR GreenER qPCR Supermix Universal, 0.2 pl de ROX
Reference Dye (25 uM) y agua ultrapura destilada libre de DNasas y RNasas en un
volumen final de 10 pl.

Se incub6 la reaccién en un termociclador (StepOnePlus Real-time PCR System/Applied
Biosystems) bajo las siguientes condiciones: 10 minutos a 95°C seguido de 40 ciclos de 40
segundos a 95°C, 40 segundos a 59°C y 40 segundos a 72°C. La expresion relativa de
Clebg se cuantific6 utilizando el método comparativo Ct (AACt)

Los datos fueron obtenidos a partir de tres experimentos independientes llevados a cabo por
triplicado.

6.10. Clonacion de productos de amplificacion

Los productos de amplificacion se ligaron en el vector pCR 2.1-TOPO (Invitrogen). En un
tubo de 0.2 ml estéril se colocd 5ul de H,Og4qe, 10 ng del producto de PCR fresco, Buffer de
Ligacion 1X (0.6 mM Tris-HCI, pH 8.3, 0.6 mM MgCl,, 0.5 mM NaCl, 0.01 mg/ml
albumina de suero bovino, 0.7 mM B-mercaptoetanol, 0.01 ATP, 0.2 mM ditiotreitol, 0.1
mM espermidina), 25 ng/pl de vector pCR 2.1 y 4 u/pl de T4 DNA ligasa. Después de
mezclar la reaccion se incub6 a 14°C durante toda la noche.

Para la transformacién de E. coli, se adicionaron 2 pl de la reaccién de ligacién a un
microtubo de 1.5 ml con 50 pl de células quimiocompetentes de la cepa Top 10 de E. coli y
se mezcld. A continuacion se incubd en hielo durante 30 minutos y transcurrido este tiempo

se sometio a las células a un shock térmico a 42°C durante 30 segundos e inmediatamente
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se transfirid a hielo. Se adicionaron 250 ul de medio S.0.C. (2% triptona, 0.5% extracto de
levadura, 0.42 mM NaCl, 0.1 mM KCI, 0.42mM MgCl,, 0.42 mM MgSQ,, 0.8 M dextrosa)
y se incub6 a 37°C durante una hora en termomixer (Eppendorf Thermomixer).
Posteriormente se procedio a espatular las bacterias en placas de medio LBA-Amp
adicionadas previament con X-Gal (40mg/ml) para la posterior seleccién por color de
colonias transformantes. Las placas se incubaron a 37°C durante toda la noche (Incubator
1545 Shel Lab).

6.11. Purificacion de plasmidos recombinantes

Se seleccionaron las colonias transformantes blancas y con un palillo estéril se transfirié a
un tubo de ensaye de 15 ml con 2 ml de medio LB-Amp. Los cultivos se crecieron durante
toda la noche en una incubadora orbital (Lab.line Incubator-Sharker Orbit) a 37°C y 150
rmp. La purificacion de plasmidos recombinantes se realizé mediante el método Birnboim
y Doly (1979) de la siguiente manera. Se centrifugd 1.5 ml del cultivo crecido de toda la
noche por 10 segundos a 13 000 rpm y se descarto el sobrenadante conservando solo 50 pl
para resuspender la pastilla. Se afadio 150 pl de solucion Birnboim | (Glucosa 50 mM,
EDTA 10 mM vy Tris-HCI pH 8 25 mM) y 300 ul de solucién Birnboim Il (NaOH 0.2 M,
SDS 1%) y se agitd cuidadosamente. Posteriormente se adiciond 300 pl de solucion
Birnboim 111 (acetato de sodio 3 M pH 5.2), se mezcl6 por inversion y se afiadié 300 ul de
cloroformo mezclando en vértex hasta observar la muestra color blanco. Se centrifugé a
13000 rpm durante tres minutos (Centrifugue 5415D, Eppendorf) y se transfirio la fase
acuosa a un microtubo estéril de 1.5 ml, se agregé 700 ul de isopropanol frio (-20°C), se
mezcld y se centrifugd por 15 minutos a 12 000 rpm, se descarto el sobrenadante y se lavd
la pastilla con 750 ul de etanol al 70% frio, se centrifugd tres minutos a 12 000 rpm y se
decant6 el etanol para posteriormente secar la pastilla durante una hora a temperatura
ambiente y transcurrido este tiempo se resuspendié en 50 pl de HyOg4qe y Se agregd 1 pl de
RNasa A (10 mg/ml) incubando por una hora a 37 °C. Se verifico la integridad de los
plasmidos por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con sybr safe (1X).

Para liberar los insertos de los plasmidos se realiz6 digestion enzimatica como se describe a
continuacion. Se agregé 1 ug de plasmido purificado, 1 pl de la enzima EcoRI 15 U/ul
(Invitrogen), 10 X Buffer H (ImM Tris-HCI pH 7.5, 0.2 mM MgCl;, 0.02 mM DTT, 2 mM
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NaCl) y H,Ogqqe suficiente para un volumen final de 20 pl. Se incubd durante una hora a
37°C y los productos de digestion se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.2 %
teflido con sybr safe (1X).

6.12. Limpieza de plasmidos con bromuro de etidio para secuenciacion.

De acuerdo al tamafio de los insertos, se seleccionaron pldsmidos recombinantes y se
prepararon para secuenciacion por purificacion mediante el método de Br.Et/sales de
Stemmer (Stemmer, 1991). Se ajusto el volumen de cada muestra a 250 pl con HyOgge. Se
adicionaron 5 pl de bromuro de etidio (10 mg/ml) y se mezcl6 perfectamente. Se agregd
140 ul de acetato de amonio (7.5 M), y 420 ul de Fenol Cloroformo Isoamilico (25:24:1),
se mezcld perfectamente y se centrifugé a 12000 rpm durante 2 minutos (Centrifugue
5415D, Eppendorf). Se removié cuidadosamente la fase acuosa y se transfirio a un
microtubo de 1.5 ml estéril, se adicionaron 800 pl de etanol absoluto frio (-20°C) y se
incub6 durante cinco minutos a -20°C. Se centrifugd cinco minutos a 12 000 rpm para
precipitar el ADN vy se lavé dos veces el precipitado con 300 pl de etanol al 70% frio (-
20°C). Se decant0 el sobrenadante conservando la pastilla y se dejo evaporar el etanol a
temperatura ambiente durante una hora. Transcurrido este tiempo se resuspendio la muestra
en 50 pl de HyOgqe. Se verificd la integridad de los plasmidos en un gel de agarosa al 1%

tefiido con Sybr safe 1X (Invitrogen).

6.13. Secuenciacion y analisis

La secuenciacion de los pldsmidos se realiz6 por el método de dideoxy (Sanger et al.,
1977), mediante el sistema comercial DNA Sequencing (BigDye v3.1 Terminador Cycle
Sequencing Ready Reaction Applied Biosystems) a través de la empresa comercial
Macrogen USA. Para la primera secuenciacion se uso el juego de oligonucleo6tidos
universales M13 entrando por los brazos del plasmido.

El andlisis de las secuencias se llevo a cabo utilizando el programa en linea Basic Local
Alignment Search Tool (Blast) para una identificacion preliminar de las secuencias, el
software Chromas-Pro y DNAsis para la edicion y alineamiento de las mismas, y el banco
de datos NCBI.
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Para realizar el alineamiento clustal se utilizo el software en linea Clustal W y Transect del

banco de datos EMBL Nucleotid Sequence Database.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion parcial del gen de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa de C.
lindemuthianum

Mediante el método de 3’'RACE se aislo un fragmento del ADNc que codifica para una
endo-B-(1,6)-D-galactanasa de C. lindemuthianum a partir de RNA de micelio inducido de
24 h con xilana como unica fuente de carbono y &cido L-glutdmico como fuente de
nitrogeno. El fragmento de ADNc del transcrito denominado Clebg, tiene un tamafio de
1101 pb y un marco de lectura de 367 aminoacidos deducidos con un codon de paro (TAG)
(Fig.5), un UTR en el extremo 3"de 118 pb y un poli(A) de 33 adeninas. La comparacion
con secuencias reportadas para [-(1,6)-galactanasas de hongos en las bases de datos del
NCBI y EMBL mostré un 85% de similitud y 73% de identidad con la secuencia de
aminoéacidos reportada para Glomerella graminicola y un 80-81% de similitud y 66-71% de
identidad para secuencias de aminodcidos reportadas para especies del género
Colletotrichum (Cuadro 1).

VDWYSGDPTSTSWKWDVDTNQRDMLLKAKSRGANRFELFSNSP
MWWMTKNHNPSGSADGTENIQPWNLVNHAVYMATVAKYAKD
NWGITFESVEPFNEPSASWWTADGTQEGCHISVETQSTLIAALRT
EMNSRGLSNMSIAASDESYYDQAVATFKGLGDAALKEVVKINV
HGYQYGNGARASLHELAAGRGQRVWNSEYGENDATGERLVSN
MLLDFRWLQPQAWVYWQVLDGGGWGVIDADNDAGTLGAANQ
KYFLLAQFARHIREAMRILDGGADNVVAAYDEAKANLVIVAVN
GGSAQFFNFDLGKFSQAATDGANVPRWRTQIGSGARYVQAQDP
FVSGNKFWSYLETKMVQPLEVDNVKL

Figura 5. Secuencia de amino4cidos deducidos de un fragmento de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa de C.
lindemuthianum.

Cabe sefialar que de las secuencias enlistadas en el Cuadrol, sélo para tres de ellas se ha
reportado y caracterizado la secuencia de nucleétidos (F. oxisporum, T. viride y N. crassa).
Dado que recientemente se ha reportado en bases de datos los genomas de C. higginsianum,
C. gloesporoides y G. graminicola fue posible identificar dentro de estos la secuencia de
nucledtidos que codifica a la endo-p-(1,6)-D-galactanasa. Los demas reportes corresponden

Unicamente a secuencias de aminoacidos deducidos.
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Como era de esperarse, los porcentajes de similitud e identidad de Clebg comparado con las
secuencias del gen dentro del mismo género, es mayor que los porcentajes que
corresponden a otros géneros. Cabe sefialar que el porcentaje de similitud del fragmento de
Clebg con secuencias caracterizadas de T. viride y N. crassa (68 y 73% respectivamente)
asi como de identidad (53% y 62% respectivamente) son mas altos en comparacion a los
porcentajes de similitud e identidad (21 y 12% respectivamente) de la secuencia

caracterizada de F. oxisporum.

Cuadro 1. Similitud e identidad de secuencias de aminoécidos deducidos de endo-g-
(1,6)-galactanasas con el fragmento aislado de C. lindemuthianum

ESPECIE NO. SIMILITUD IDENTIDAD NO. DE
AMINOACIDOS (%) (%) ACCESO

Glomerella Endo-beta-1,6- 482 85 73 EFQ35891.
graminicola galactanasa 1
Colletotrichum Endo-beta- 431 80 71 ELA24383.
gloeosporioides galactanasa 1
Colletotrichum Endo-beta-1,6- 481 81 66 CCF37389.
higginsianum galactanasa 1
Pyrenophora Proteina hipotética 480 75 63 XP_003301
teres f. teres PTT_12518 177.1
Pyrenophora Endo-beta-1,6- 480 73 63 XP_001941
tritici- repentis galactanasa 255.1
Podospora Proteina Hipotética 487 74 63 XP_001904
anserina 868.1
Neurospora Proteina hipotética 488 73 61 XP_958941
crassa A
Neurospora Proteina hipotética 488 73 62 EGO05530
tetrasperma NEUTE1DRAF 3.1
Talaromyces Proteina hipotética 487 75 61 XP_002342
stipitatus conservada 0391
Penicillium Proteina hipotética 519 75 53 XP_002148
marneffei hipotética 810.1
Sordaria Proteina hipotética 449 62 52 XP_003349
macrospora SMAC_06057 362.1
Trichoderma Endo-beta-1,6- 456 68 53 AB104898.
viride galactanasa 1
Fusarium Beta-1,6- 421 21 12 BAF42338
oxisporum galactanasa

El anélisis de alineamiento clustal de las secuencias de aminoécidos deducidos de C.
gloesporoides, G. graminicola, C. higginsianum y el fragmento secuenciado de C.
lindemuthianum, permitié la identificacion de dominios conservados de acuerdo a la
caracterizacion reportada para T. viride (Fig. 6). Como se puede observar, la secuencia de

C. gloesporoides muestra la carencia de dos regiones de aminoacidos en comparacion con
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las otras secuencias, presentando un total de 431 aminoacidos mientras que las otras
secuencias poseen hasta 482 amino&cidos.

El andlisis con el software en linea SignalP 4.1 Server permitio la prediccion del péptido
sefial de las secuencias reportadas en bases de datos que corresponde a los primeros 18-21
aminoacidso de cada secuencia.

Cuatro de las cinco secuencias comparadas comparten el primero de los dos residuos de
acido glutamico (E) que se proponen como importantes dentro de los sitios cataliticos
putativos de la familia 6 de las glicosil hidrolasas. Sin embargo, la secuencia de C.
gloesporoides no cuenta con este residuo de acido glutamico (E), debido a la carencia de la
region. El segundo residuo de &cido glutamico (E) es conservado dentro de las cinco
secuencias comparadas.

Con base en la caracterizacion de la endo-B-(1,6)-galactanasa de T. viride en la cual se
sefialan dos sitios putativos de N-glicosilacion dentro de la secuencia, el alineamiento
muestra que estas secuencias Unicamente comparten un residuo de asparagina (N) en la
primera region subrayada.

Finalmente, se observa que las secuencias analizadas muestran mayor similitud hacia el
extremo amino y hacia la mitad de las mismas, mientras que la regién carboxilo se muestra

mas variable asi como la longitud de las secuencias.
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Fig. 6. Alineamiento clustal de la secuencias deducidas de aminoécidos de endo-B-(1,6)-galactanasa de C.
lindemuthianum, C. gloesporoides, G. graminicola, C. higginsianum,y T. viride. Los aminoacidos subrayados
en negro indican sitios de probables de N-glicosilacién. En el recuadro morado se indican los residuos de
aminoacidos que corresponden al péptido sefial y en el recuadro en negro residuos de aminoacidos
conservados para los sitios cataliticos putativos dentro de la familia 5 de las glicosil hidrolasas.
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7.2.  Andlisis in silico de la proteina deducida del gen de la endo-B-(1,6)-D-
galactanasa de C. lindemuthianum

Con la secuencia deducida de aminoacidos del gen de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa de C.
lindemuthianum se realizé la prediccion de la estructura terciaria de la proteina por el
modelo de homologia y utilizando el software en linea Swiss-Model (Bardoli, 2009). Como
templado se utilizo la proteina Man5A, una f-mananasa de T. ressei (PDB: 1gnoA), ya que
es la proteina cristalizada de glicosil hidrolasas de la familia 5 (GH5) que se pudo usar, al
no existir hasta ahora una endo-B-(1,6)-D-galactanasa cristalizada. En la figura 7A se
muestra la prediccion del modelo 3D de endo-B-(1,6)-D-galactanasa de C. lindemuthianum,
asi como la posicion de los residuos Glu98 y Glu200 conservados para el sitio catalitico

putativo de las glicosil hidrolasas GH5 (Fig.7B).

Figura 7. A. Estructura tridimensional de Clebg de C. lindemuthianum. B. Estructura tridimensional de Clebg
con el software Swiss-PdbViewer 4.1.0. Las flechas indican los residuos Glu98 y Glu200, conservados para el
sitio catalitico putativo de las glicosil hidrolasas GH5.

A continuacion, se procedio a realizar la estimacién de la calidad del modelo tridimensional
predicho de la endo-B-galactanasa de C. lindemuthianum. Como se muestra en la figura 8 la
mayoria de las interacciones de los amino&cidos se muestran en barras rojas, lo cual indica
que la energia libre de las mismas es positiva y hay muy pocas interacciones con energia

libre negativa, indicando que la estructura predicha es inestable y por lo tanto poco
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probable que ocurra. A pesar de lo anterior, este resultado sugiere que la endo-p-(1,6)-D-

galactanasa de C. lindemuthianum pertenece a la familia GH5.
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Figura 8. Estimacion local de la calidad del modelo tridimensional predicho para Clebg.

7.3. Andlisis de expresion por RT-PCR

Con el propésito de conocer cdmo se expresa el gen de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa en
respuesta a diferentes sustratos se realizaron ensayos de expresion por RT-PCR de micelio
inducido con LWAG, xilana y pared celular a 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24 y 48 horas de
induccién asi como de micelio crecido con glucosa por 8 horas utilizando un par de
oligonuclettidos especificos para Clebg (Gal-D y Gal-R) disefiados para amplificar un
fragmento de 621 pb. Como control de carga utilizé un juego de oligonucleétidos para el
gen constitutivo que codifica a la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GDPH),
que amplifican un fragmento de 894 pb (Cuadro 2).

En la figura 9 se muestran los productos de amplificacion obtenidos de micelio inducido
con los tres sustratos probados, donde se observa una banda esperada de 621 pb
correspondiente a un fragmento secuenciado de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa. Es relevante
mencionar, que aun cuando el sustrato de la enzima es el arabinogalactano (LWAG), el
fragmento de ADNc de 1101 pb de Clebg se aisl6 de micelio crecido con xilana como
fuente de carbono, por lo tanto éste resultado confirma que el mensajero de Clebg se

expresa en presencia de diferentes sustratos (Fig. 9).
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Cuadro 2. Oligonucledtidos utilizados para los ensayos de amplificacion por RT-PCR
y qPCR.
Nombre Secuencia Tm Fragmento Referencia
(°C) | esperado (pb)

GPDH CTK 5CGG CCG TAT CGT CCT CCG | 55 894 (Kreuzinger,
directo 052 TAATGC 3’ 1996)
GPDH CTK 5GAG TAA CCG CAT TCG TTA 55 894 (Kreuzinger
reverso 032 TCGTACCY¥ 1996)
Especifico | GALD 5 GAC GGC ACC GAG AAC ATC | 57 621 Disefiado para
directo CAG 3 éste trabajo
Especifico | GALR 5 GCG CGA ACT GAG CAA GCA 57 621 Disefiado para
reverso AAA AG 3 éste trabajo
gqPCR Galg-D | 5GAC GGC GGT GGA TGG GGA 59 137 Disefiado para
directo GTTAY% éste trabajo
gPCR Galg-R | 5TCC GCA CCG CCG TCC AAG 59 137 Disefiado para
reverso ATACZ éste trabajo
GalRT GalRT- | 5CAG CCG TGG AAC CTT GTC A | 55 185 Disefiado para

D 3 este trabajo
GalRT GalRT- | 5GCG ATA AGG GTG GAT TGT | 55 185 Disefiado para

R GTCT3 este trabajo
B-tubulina | BTub2- | 5GAA TTC CCC GAC CGT ATG 57 94 Disefiado para
directo D ATG 3’ éste trabajo
B-tubulina | BTub2- | 5°CGG AGA GGG TGG CGT TGT A 57 94 Disefiado para
reverso R 3 éste trabajo

Por otro lado, en los diferentes tiempos de induccion evaluados se detectd el transcrito de

Clebg, excepto en el caso de induccion realizada con xilana por 48 horas; un resultaddo

obtenido en cuatro repeticiones. Como se puede observar, la mayor concentracion del

transcrito se obtuvo en las primeras seis horas para los tres sustratos, a las dos horas en

LWAG, a las seis horas en pared celular y desde las cero horas en xilana. Este resultado

sugiere que la expresion del gen es mayor en las primeras horas de induccion con los

sustratos, donde la xilana es el principal inductor seguido de LWAG. Sin embargo, a pesar

de que estos datos nos proporcionan cierta informacion acerca de la expresion de la enzima,

son cualitativos, por lo cual se realizd gPCR para corroborar estos resultados.
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Figura 9. Analisis de expresién de la raza 1472 de C. lindemuthianum inducido con LWAG, pared celular 6
xilana. Gel de agarosa al 1.2 % tefiido con sybr safe 1X en TAE 1X. GPDH, gliceraldehido-3-fostato
deshidrogenasa. A la derecha se indica con flechas los tamafios aproximados de los productos de
amplificacién.

De acuerdo a los resultados del analisis de expresion de Clebg por RT-PCR en la raza 1472,
se decidio eliminar algunos tiempos en los que no se observaba un cambio sustancial en la
concentracion del transcrito para el andlisis de expresion por qPCR, los tiempos

seleccionados fueron los siguientes; 0, 2, 6, 12, 24 y 48 horas.

7.4. Expresion de Clebg por gPCR.

Se evaluaron juegos de oligonuclettidos especificos Galg (directo y reverso) y GalRT
(directo y reverso) disefiados a partir del fragmento de ADNc de Clebg (Cuadro 2) en PCR
de punto final para corroborar la presencia de un producto Unico de amplificacion vy
establecer la temperatura 6ptima de alineamiento. Para el juego de oligos GalRT se observé
mas de un producto de amplificacion a 57°C y a 59°C, mientras que para el juego de
oligonucleétidos Galq se observo un solo producto a ambas temperaturas.

Una vez estandarizada la temperatura Optima de alineamiento para los oligonucleétidos en
PCR de punto final se procedio a realizar la curva de validacion para probar la eficiencia de
los mismos en qPCR utilizando una concentracion maxima de ADNc de 250 ng/ul y 4
diluciones adicionales 1:5 para los dos juegos de oligonucleotidos. Los resultados de la

curva de validacion mostraron que el juego de oligonucledtidos Galg amplifica un solo
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producto a diferencia de lo observado en punto final, mientras que el juego de
oligonuclettidos GalRT que en punto final mostraba un solo producto, en qPCR mostré dos
productos. Con base en los resultados anteriores se eligio el juego de oligonucle6tidos Galq
a una temperatura de alineamiento de 59°C para realizar los siguientes experimentos. La
curva de validacion de los oligonucledtidos Galg tuvo una pendiente de -3.153, la R? de
0.96 y el porcentaje de eficiencia de 107% lo cual esté dentro de los pardmetros dptimos.
Una vez estandarizados los parametros anteriores se procedio a evaluar la expresion de
Clebg por gPCR en la raza patogena (1472) y en la raza no patdgena (0) de C.
lindemuthianum, cada uno de los resultados se obtuvo por triplicado en tres corridas
independientes y para el procesamiento de los datos obtenidos se utilizd Excel.

De acuerdo a los resultados que se muestran en la figura 10, la expresion relativa de Clebg
fue mayor en la raza 1472 que en la raza 0 para los tres sustratos probados. En la raza 0
inducida con xilana y LWAG, la expresion fue menor (3 y 4 veces respectivamente) que la
detectada en la raza 1472 (6 y 7 veces respectivamente) (Fig. 10A y B). En la raza 1472
inducida con LWAG, el méximo incremento de expresion del transcrito (6 veces) se detect6
hacia las 2 h (Fig. 9A), lo cual fue congruentes con los resultados del analisis de expresion
por RT-PCR (Fig. 9).

La expresion relativa del gen en la raza 1472 inducida con xilana, mostro valores
significativamente mayores a los basales detectados glucosa, con un incremento desde las 0
h que alcanzé un méaximo hacia las 6 h y disminuy6 hasta los niveles basales hacia las 48 h
(Fig. 10B) con un comportamiento “normal”. En la raza 0, la xilana indujo una moderada
expresion de Clebg con niveles que fueron significativamente mayores a los basales
detectados con glucosa, con una expresién maxima hacia las 2 h (3.5 veces) (Fig 10A). Por
otro lado, la raza 0 con LWAG, mostrd en general una expresion baja ligeramente superior

a los niveles basales detectados con glucosa (Fig. 10B).
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Expresion de Clebg por qPCR
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Figura 10. Cinética de expresion relativa de Clebg in la raza 0 y 1472 de C. lindemuthianum, por gPCR. A)
Expresion relativa en medio de cultivo con LWAG. B) Expresidn relativa en medio de cultivo con xilana. C)
Expresion relativa en medio de cultivo con pared celular. Se utilizé B-tubulina como control endégeno en
todas las condiciones. Las barras muestran la media de los valores de expresion por triplicado + el error
estantar en tres experimentos independientes. El simbolo “*” indica la diferencia significativa (P<0.05) en
relacion a la expresion relativa en medio con glucosa.

40



VILLA-RIVERA M. G., 2013

En micelio inducido con pared celular, los niveles de expresion en la raza 0 fueron
similares a los basales detectados con glucosa, en tanto que en la raza 1472 la expresion de
Clebg se increment6 hasta 12 veces hacia las 24 y 48 horas (Fig. 10C). Ademas, como se
puede observar, la expresion incremento rapidamente desde las 0 h alcanzando un primer
pico hacia las 2 h (10 veces), posteriormente hubo un descenso hacia niveles similares entre
las 6 y 12 h (5 veces), y un segundo pico maximo de expresion entre las 24 y 48 h con los
niveles de expresion mas altos detectados para Clebg (12 veces) (Fig 10C).

Finalmente, en la figura 11 se muestra una grafica donde se integran los resultados
obtenidos en los sustratos probados en las razas patdgena y no patdgena los cuales se

describieron con anterioridad.
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Figura 11. Expresion relativa de Clebg en medio de cultivo con pared celular, arabinogalactano (LWAG) y
xilana.
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8. DISCUSION

8.1 Caracterizacion del ADNc que codifica una Endo-g-(1,6)-D-galactanasa de C.
lindemuthianum

En el proceso de co-evolucion resulta de una presion de seleccion reciproca ejercida por la
planta y el patdégeno, donde se han seleccionado en ambos organismos estrategias de
defensa y colonizacion respectivamente (Geffroy, 1999). Los patégenos de plantas
producen enzimas capaces de degradar los componentes de la pared celular ya que la
despolimerizacion de sucesivas moléculas mediante la hidrolisis de uno u otro tipo de
enlace representa una fuente de carbono directa para el patdgeno. Los hongos
frecuentemente secretan un grupo muy variado de hidrolasas, esta multiplicidad confiere
flexibilidad, incrementando la eficiencia del complejo hidrolitico (Riou, 1991).

La pared celular se caracteriza por poseer polisacaridos altamente ramificados volviéndolos
muy heterogéneos. Entre estos polisacéridos, los AGs son polimeros de arabinogalactano
asociados a hemicelulosas o pectina, aunque es incierto el porcentaje en el que se
encuentran debido a que el contenido es variable dependiendo de la especie y el tipo
celular. Los AGs se encuentran también unidos a proteina y anclados a la membrana
plasmética donde desempefian funciones muy variadas (Burton, 2010, Seifert, 2007).
Aunqgue los AGs no son polisacéridos abundantes en la pared celular de las plantas, tanto
hongos como bacterias producen un complejo de enzimas capaces de hidrolizarlos. Estas
enzimas son la pB-(1,3)-D-galactanasa, la p-(1,6)-D-galactanasa y la o-(1-5)-
arabinofuranosidasa.

Existen varios reportes sobre la purificacion y secuenciacion de estas proteinas, asi como de
algunas secuencias de nucledtidos que las codifican. Particularmente, para las f-(1,6)-D-
galactanasas, existen varias secuencias de aminoacidos deducidos reportadas en bases de
datos tanto de hongos como de bacterias, pero solo hay tres secuencias de nucleétidos
reportadas para hongos ascomicetos (T. viride, F. oxisporum y N. crassa) y una secuencia
de nucledtidos para el actinomiceto (Streptomices avermitilis) adicionalmente se cuenta con
los reportes de los genomas de C. higginsianum, C. gloesporoides y G. graminicola, donde
es posible identificar las secuencias de los genes putativos que codifican para la 3-(1,6)-D-

galactanasa. Sin embargo, el nimero de secuencias de nucleotidos en bases de datos es
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mucho menor en comparacion con las secuencias de aminoacidos deducidos disponibles
(Kotake, 2004, Sakamoto, 2007, Hitomi, 2008, Takata, 2010).

De acuerdo al alineamiento clustal y a los porcentajes de similitud e identidad del
fragmento secuenciado de Clebg (Cuadro 1, Fig. 6), se puede apreciar que las secuencias de
aminoacidos deducidas son variables de acuerdo a su tamafo, la mayoria de las secuencias
poseen alrededor de 480 aminoécidos, sin embargo hay secuencias mas cortas como las de
F. oxisporum y C. gloesporoides (421 y 431) asi como més largas como la secuencia de P.
marneffei (519 aminoacidos) (Cuadro 1). Las secuencias que comparten mayores
porcentajes de similitud e identidad con el fragmento secuenciado de C. lindemuthianum
son, como es de esperarse, las que corresponden al mismo género, por lo anterior, es
probable que la secuencia de nucleétidos completa de Clebg tenga una longitud similar a la
de estas secuencias.

A pesar de que algunas de las secuencias enlistadas en el Cuadro 1 comparten porcentajes
bajos de similitud e identidad, como es el caso de la secuencia de F. oxisporum, esta posee
amino&cidos conservados, asi como la conformacion tridimensional tipica en glicosil
hidrolasas de la familia 5. Adicionalmente, se ha demostrado que el ADNc que codifica
para una endo-B-(1,6)-galactanasa de F. oxisporum se transcribe y produce proteina nativa
0 recombinante que muestra actividad hidrolitica de LWAG (Sakamoto, 2007).

Por lo anterior, aunque los porcentajes de similitud e identidad de Clebg son moderados
respecto a la mayoria de las secuencias reportadas para otros hongos, y bajo comparado con
F. oxisporum, se puede considerar que la secuencia de Clebg de C. lidemuthianum
corresponde al gen que codifica una endo-B-(1,6)-galactanasa putativa, que se clasifica
entre las glicosil hidrolasas de la familia 5.

8.2 Anélisis in silico de la proteina deducida del gen de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa
de C. lindemuthianum

La prediccion de la estructura terciaria de la proteina deducida a partir del fragmento de la

endo-p-(1,6)-D-galactanasa de C. lindemuthianum resultd en un modelo inestable e

improbable de que ocurra en la naturaleza. Esto se puede explicar como resultado de la

utilizacion de una B-(1,5)-mananasa de T. ressei, como templado para la prediccion de la

estructura terciaria, debido a la carencia de una B-(1,6)-galactanasa cristalizada para realizar
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un correcto alineamiento. Sin embargo, el analisis se realiz6 usando la B-(1,5)-mananasa
porque pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 5, y ya se habia usado en estudios
anteriores para la prediccion de estructura terciaria de las galactanasas de T. viride y de F.
Oxisporum (Kotake, 2004, Sakamoto, 2007).

Se esperaba que la baja calidad del modelo predicho hubiera sido causada por la utilizacion
para el andlisis de la secuencia incompleta del gen de la B-galactanasa de C.
lindemuthianum (Fig. 8), por lo que se procedié a realizar el mismo analisis con las
secuencias deducidas de aminoacidos de las galactanasas de G. graminicola, C.
gloesporoides y C. higginsiaunum, sin embargo; se obtuvieron resultados similares a los
del andlisis con la secuencia de Clebg. Por lo anterior, se comprob6 que es necesario contar
con el templado de una galactanasa cristalizada para obtener la prediccion de modelos
estables.

Lo anterior sugiere que el tipo de sustrato es determinante en la conformacion
tridimensional de estas proteinas, ya que aunque pertenezcan a la misma familia y
compartan ciertas similitudes en su estructura y en algunos residuos, las interacciones entre
aminoéacidos varian de acuerdo al sustrato que enfrentan y es gracias a esta diferencia que al
evaluar la calidad del modelo predicho no se hayan obtenido resultados satisfactorios. Sin
embargo, al analizar el alineamiento y la estructura secundaria entre la B-mananasa y la -
galactanasa, aunque no hay similitud evidente entre los residuos de aminoécidos, estos si
forman en varios casos las mismas estructuras secundarias, por ejemplo, dos pequefias
laminas f en el extremo amino que en la estructura tridimensional forman una estructura en
forma de fondo de barril, que es muy caracteristicas de las glicosil hidrolasas de la familia 5
(Sabini, 2000). Con base en lo anterior, se corrobora que de manera similar a las -(1,6)-
galactanasas de T. viride y F. oxisporum, la galactanasa de C. lindemuthianum forma parte

de las glicosil hidrolasas de la familia 5.

8.3 Expresion de Clebg en las razas patogena 1472 y no patogena 0 de C.
lindemuthianum cultivado con diferentes sustratos

De acuerdo a los resultado mostrados en la figura 10, se puede observar que la expresion de
Clebg en micelio de la raza patogena (1472) es diferente al de la raza no patégena (0) de C.

lindemuthianum. Esta diferencia tan contrastante en el caso de la expresion en medio de
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cultivo con pared celular vegetal, sugiere la funcion de Clebg como un factor de
patogénesis que podria formar parte de los mecanismos que permiten a la raza patdgena
infectar a la planta. Se ha establecido con anterioridad que las AGPs tienen varias funciones
y entre ellas se les ha relacionado con la respuesta de defensa en plantas (Seifert, 2007).
Aunque no se ha aclarado la funcion bioldgica que desempefian las enzimas que degradan
AGs y AGPs en la interaccién del patdégeno con la planta, es mas probable que los AGs no
representen una fuente muy rica de carbono, debido a que aunque se asocian con xilana y
pectina, el contenido de los AGs es muy bajo en relacion con los otros polisacaridos (Pauly,
2008). Las AGPs pertenecen a la familia de proteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) y se
sabe que la acumulacion de proteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs) se ha relacionado
con el mecanismo de defensa contra el ataque de patdgenos. El incremento temprano de
HGRPs es un prerrequisito para la proteccion eficiente de las plantas, esto se demostré en la
interaccion de F. oxisporum vs tomate, donde se encontraron bajas cantidades de HRGPs
en plantas sanas y 96 a 120 horas después de la inoculacién con el hongo, se enriquecio la
cantidad de HRGPs como resultado del dafio al tejido (Benhamou, 1989, Showalter, 2010).
Debido a la alta acumulacién de estas proteinas durante la interaccién de la planta con el
patdgeno, es posible que éste ultimo utilice las enzimas que degradan AGPs para hidrolizar
el componente carbohidrato de las HRGPs y de esta manera evitar las respuestas de defensa
en la planta. Esto resulta ser muy importante para un hongo en fase de infeccion biotrofica,
ya que es indispensable evadir por distintas estrategias las respuestas de defensa de la
planta, por ejemplo, desarrollando capas interfaciales ricas en carbohidratos y proteinas que
separan las membranas del hongo y de la panta y/o suprimiendo activamente las respuestas
de defensa del hospedero un largo tiempo (Mendgen, 2002, Miinch, 2008).

Adicionalmente, se reportd que las AGPs podrian estar involucradas en la percepcion de
estimulos causantes de las respuestas de defensa donde el componente carbohidrato es
fundamental para ésta o cualquier otra funcion de las AGPs ya que se demostro que si se
degrada el componente carbohidrato es posible que las funciones de los AGPs queden
inhabilitadas parcial o completamente, lo que supondria que la planta no reconozca al
patdgeno y no se dieran sefiales para que la defensa de la planta (Mashiguchi, 2008).

Las AGPs han sido categorizadas dentro de las proteinas de sefializacion de la pared

celular, para lo cual se han propuesto algunos modelos de cémo podrian estar involucrados
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en la comunicacion y/o adhesion celular (Jamet, 2008, Showalter, 2001). Por otro lado, se
ha demostrado que algunas AGPs presentan un dominio conservado de seis residuos de
cisteina denominado dominio PAC (prolina, AGP, cisteina) con una pequefia glicoproteina
LAT52 que se ha reportado que interactda con un receptor RLK (receptores de cinasas)
Ilamado LePRK2. Se ha sugerido que el dominio PAC es el intermediario en la union entre
AGPs y RLKs y asi mismo se plantea que RLKs y AGPs pueden ser el enlace entre la
matriz de polisacaridos y la sefializacion celular (Seifert, 2007).

Los resultados de expresion de Clebg en la raza patdgena 1472 y no patdégena O de C.
lindemuthianum en cultivo con pared celular vegetal como Unica fuente de carbono,
sugieren que la B-(1,6)-D-galactanasa podria estar participando como factor de patogénesis
al degradar los enlaces de las cadenas laterales de galactosa de AGPs involucrados en vias
transduccion de sefiales relacionados con la respuesta de defensa de la planta.
Adicionalmente, algunos productos de degradacién de la pared celular vegetal adicionales a
los de degradacion de xilana y LWAG parecen potenciar la induccion de la expresion de
Clebg en la raza patogena 1472.

Se ha reportado que la hidrélisis de B-(1,6) galactanos de AGPs por la B-(1,6)-galactanasa
es incrementada considerablemente por la accion coordinada con la a-(1,5)-
arabinofuranosidasa. Si la actividad de estas incrementa cuando act(an coordinadamente, es
posible que la expresion de sus genes se encuentre coordinada también. Este mismo trabajo
demostré que la arabinofuranosidasa recombinante de N. crassa hidrolizo tanto o-(1,5)-
arabinanos como arabinoxilanos mostrando un relativo amplio espectro de especificidad de
sustrato hacia varios oligo y polisacéaridos de la pared celular que contienen o-(1-5)-
arabinofuranosil (Takata, 2010). Esto sugiere que la expresion del gen de la
arabinofuranosida puede estar coordinada con la expresion de Clebg y es por eso que se
encuentra una expresion mayor de este transcrito en micelio inducido con pared celular.
Aunque en la xilana y la LWAG pueden contener residuos a-(1-5)-arabinofuranosil, es
probable que la cantidad de estos no sea tan considerable como en la pared celular, y por
ello se induce una baja o moderada expresion de Clebg con estos sustratos.

De manera similar a lo observado con enzimas del complejo litico de C. lindemuthianum,
como celulasas, pectin liasa y xilanasa, (Acosta-Rodriguez, 2005, Lara-Marquez, 2011b) la

expresion de Clebg en LWAG, xilana ¢ pared celular vegetal, mostr6 induccion de niveles
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de expresion que se pueden detectar en las primeras horas y/o dias. Aunque no se han
hecho ensayos de actividad que nos permitan correlacionar los tiempos a los que
encontramos el transcrito con la actividad de la proteina, en reportes previos de purificacion
de la B-(1,6)-galactanasa, donde se mide la actividad de la proteina nativa, se ha observado
que la mayor actividad se tiene a las 48 horas para F. oxisporum y a las 50 horas para A.
niger, pero la actividad es detectada desde las O horas y va incrementando lentamente

(Brillouet, 1991, Lounteri, 2003).
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9. CONCLUSIONES

Se identifico un fragmento de 1101 pares de bases que corresponde a un transcrito con
un marco de lectura de 367 aminoacidos que codifica a una endo-p-(1,6)-D-galactanasa
putativa que pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 5.

La comparacion con bases de datos mostro 80-85% de similitud con las secuencias de
aminoacidos de p-(1,6)-D-galactanasas reportadas para Glomerella graminicola,
Colletotrichum gloesporoides y Colletotrichum higginsianum.

La prediccion de la estructura terciaria de endo-p-(1,6)-D-galactanasa basada en la
proteina Man5A cristalizada no mostré interacciones estables.

El gen de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa de Colletotrichum lindemuthianum presenta
niveles basales de expresion en presencia de glucosa.

La expresion del gen de en Colletotrichum lindemuthianum se induce en la raza
patdgena (1472) en cultivo con pared celular vegetal pero no en la raza no patégena (0)
siendo este sustrato el mejor inductor de la expresion del gen de la endo-p-(1,6)-D-
galactanasa.

La endo-B-(1,6)-D-galactanasa podria ser un factor de patogénesis de Colletotrichum

lindemuthianum.
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