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RESUMEN

Colletotrichum lindemuthianum es un ascomiceto patdégeno de Phaseolus vulgaris. Este
hongo emplea un arsenal de enzimas que degradan los polisacaridos de la pared celular
vegetal para la obtencion de una fuente de carbono. La celulosa es uno de los principales
componentes de la pared celular vegetal y entre las enzimas que participan en la
degradacion de este polisacérido esta la celobiohidrolasa Il (CBHII), que produce
celobiosa como producto final. En este trabajo se realiz6 el aislamiento y caracterizacion
molecular-bioinformética del gen cbhll de la raza patdogena 1472 y de la raza no patdégena
0 de C. lindemuthianum. EI gen cbhll que codifica para una celobiohidrolasa Il, es 100%
idéntico entre ambas razas del hongo y en las especies del género Colletotrichum se
presenta un solo gen de cbhll. Las CBHII de las especies del género Colletotrichum
muestran alta similitud e identidad y contienen dominios muy conservados como el
modulo de union a carbohidrato entre los residuos, secuencia del linker, dominio catalitico
con los dos residuos de aspartato involucrados en la catélisis y un residuo de tirosina que
participa en la configuracion del anillo de glucosa para hacerla mas susceptible a la
reaccion catalitica. La estructura 3D de la CBHIl de C. lindemuthianum, mostré la
topologia B-barril con siete B-laminas con la topologia del barril TIM modificado
caracteristico de la familia GH6. El sobrelapamiento de la estructura 3D de CBHII de C.
lindemuthianum y la proteina cristalizada de T. reesei, mostré una alta similitud en el
plegamiento y la posicién de los dos residuos D??' y D75 en el sitio catalitico dentro del
tunel del barril. Ambas razas de C. lindemuthianun presentan un perfil de transcripcion
basal de cbhll, en cultivo con glucosa, congruente con represién catabdlica y un perfil de
transcripcion de cbhll diferencial y en cultivo con pared celular vegetal de P. vulgaris. La
raza patdégena muestra una elevada transcripcion de cbhll, mientras que en la raza no
patdogena se observan niveles bajos (celulosa) o basales (pared celular). El analisis
filogenético de CBHII de especies del género Colletotrichum, mostro la presencia de tres
clados o linajes sin eventos de duplicacion genética. La estructura 3D entre los linajes de

CBHII de especies de Colletotrichum es altamente conservada.

Palabras clave: fitopatdgenos, cbhll, expresién, bioinformética y biotecnologia.



ABTRACT

Colletotrichum lindemuthianum is a pathogenic ascomycete of Phaseolus vulgaris. This
fungus uses an arsenal of enzymes that degrade polysaccharides from the plant cell wall
to obtain a carbon source. Cellulose is one of the main components of the plant cell wall
and among the enzymes involved in the degradation of this polysaccharide is
cellobiohydrolase Il (CBHII), which produces cellobiose as the final product. In this work
the isolation and molecular-bioinformatic characterization of the cbhll gene of pathogenic
races 1472 and non-pathogenic 0 of C. lindemuthianum was performed. The cbhlil gene
that codes for a cellobiohydrolase 1l is 100% identical between both races of the fungus.
The species of the genus Colletotrichum have a single cbhll gene. CBHII of the species
of the genus Colletotrichum show high similarity and identity and contain highly conserved
domains; carbohydrate binding module between the residues, linker sequence, catalytic
domain with the two aspartate residues involved in catalysis and a tyrosine residue that
participates in the configuration of the glucose ring to make it more susceptible to the
catalytic reaction. The 3D structure of the CBHII of C. lindemuthianum, showed the B-
barrel topology with seven -sheets with the modified TIM barrel topology characteristic
of the GH6 family. The overlapping of the CBHII 3D structure of C. lindemuthianum and
the crystallized protein of T. reesei, showed a high similarity in the folding and position of
the two residues D?2! and D'7® at the catalytic site within the barrel tunnel. Both races of
C. lindemuthianun have a basal transcription profile of cbhll, in glucose culture, congruent
with catabolic repression and a differential transcription profile of cbhll, in culture with plant
cell wall of P. vulgaris. The pathogenic race shows high transcription of cbhll, while in the
non-pathogenic race low (celullose) or basal (plant cell wall) levels are observed. The
phylogenetic analysis of CBHII of species of the genus Colletotrichum, showed the
presence of three clades or lineages without genetic duplication events. The 3D structure

between the CBHII lineages of Colletotrichum species is highly conserved.



1. INTRODUCCION

Colletotrichum lindemuthianum, es un hongo filamentoso ascomiceto, patdogeno de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) en el que provoca la enfermedad conocida como
antracnosis. Este fitopatdgeno posee un estilo de vida hemibiotrofo, es decir, incluye una
fase biotrofica seguida de una fase necrotrofica durante la cual emplea un arsenal de
enzimas que le ayudan a despolimerizar la pared celular vegetal del hospedero y obtener
una fuente nutricional (Perfect, et al., 1999). La celulosa, es uno de los principales
polimeros que componen la pared celular vegetal y esta conformada de cadenas lineales
de moléculas de B-D-glucopiranosas unidas por enlaces glicosidicos p-(1,4). Algunas de
las enzimas clave para la degradacion de la celulosa pertenecen a las familias 5, 6, 7, 12
y 45 de las glicosil hidrolasas y son reconocidas también como celulasas (Yang, et al.,
2011; Kubicek, et al., 2014). Una de las enzimas clave en la degradacion de regiones
cristalinas de celulosa es la Celobiohidrolasa Il (BHII), la cual es una exo-B-1,4-glucanasa
que hidroliza enlaces en el extremo no reductor de la celulosa produciendo celobiosa
(Ilmeén et al., 2011; Horn et al., 2012). A principio de los setentas, la investigacion en
celulasas aumentd drasticamente, debido a la idea de utilizar celulosa para la produccion

de etanol como una alternativa de combustible (Kubicek, 2013b).

Actualmente, las aplicaciones biotecnoldgicas de dichas enzimas han tenido mucho
auge, algunos ejemplos donde se han utilizado industrialmente es en el blanqueamiento
del papel y en la obtencion de bioetanol como combustible sustituto de la gasolina
(Martinez-Anaya et al., 2008; Gao et al., 2011). Debido a la importancia biotecnologica
de las celulasas, la CBHII ha sido caracterizada bioquimica y molecularmente en algunos
hongos y bacterias. En este sentido, se reportd la produccién de enzimas celuloliticas
extracelulares por C. lindemuthianum raza 1472, crecido bajo diferentes condiciones de
cultivo, asi como el aislamiento del ADNc parcial que codifica a una CBHII, cuya
secuencia mostr6 mayor similitud con genes de Trichoderma que con los de
Colletotrichum, sugiriendo una transferencia (Acosta-Rodriguez et al., 2005). Por otro
lado, a partir de ADN gendmico purificado de micelio de C. lindemuthianum raza 1472,
se clond y secuencid un fragmento del gen cbhll que mostré 98% de identidad y 99% de
similitud con el gen correspondiente de C. orbiculare (Morelos-Martinez, 2016). Sin
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embargo, una caracterizacion que brinde mayor informacion sobre la CBHIl de C.
lindemuthianum, requiere del aislamiento del gen completo y su caracterizacion

molecular, bioinformatica y filogenética.



2. ANTECEDENTES

2.1 Colletotrichum lindemuthianum

C. lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara 1889, es una especie que se ha
clasificado taxonomicamente en el reino de los Hongos, subreino Dikarya, filo
Ascomycota, subdivision Pezizomycotina, clase Sordariomycetes, orden Glomerellales,
familia Glomerellaceae, género Colletotrichum, como se reporta por la base de datos

mycobank (http://www.mycobank.org/). Este hongo es un patdégeno de gran importancia

econOmica debido a que es el agente causal de la enfermedad de la antracnosis en el
frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), provocando grandes pérdidas econdémicas en los
principales paises productores de frijol (Sugiyama, 1998; Roca & Mendes-Costa, 2003).
C. lindemuthianun es una de las principales especies que posicionan al género
Colletotrichum dentro del top 10 de los patégenos de plantas mas importantes (Dean, et
al., 2012).

Se ha reportado que C. lindemuthianum no presenta reproduccion sexual en condiciones
naturales, sin embargo, bajo condiciones de laboratorio se ha inducido la generacion de
estructuras de reproduccion sexual. A esta fase donde el hongo logra reproducirse
sexualmente se le ha identificado taxondmicamente como Glomerella lindemuthiana
(Rodriguez-Guerra, et al., 2005).

2.1.1 Diversidad patotipica de C. lindemuthianum

C. lindemuthianum es un hongo con gran diversidad patogénica. Hasta el 2006 se
identificaron alrededor de 100 patotipos en todo el mundo (Rodriguez-Guerra, et al.,
2006). En México se ha reportado una gran diversidad patogénica de C. lindemuthianum
(Balardin, et al., 1997) y se han colectado 59 aislados de los estados de Chihuahua,
Durango, Zacatecas, Jalisco y Michoacan. A partir de cultivares diferenciales de frijol y
estrategias moleculares (AFLP y RAPD), el analisis de los 59 aislados de C.
lindemuthianum obtenidos de dos regiones geograficas de México, en las cuales el frijol
se cultiva bajo diferentes condiciones, permitié la identificacion de 10 patotipos,
destacando una raza no patégena (saproéfita) o raza 0, aislada de los Estados de Jalisco

y Michoacan; la raza patdgena 1088 aislada en Durango; y una raza con mayor


http://www.mycobank.org/

patogenicidad originalmente caracterizada como raza 1472 por Balardin, et al., (1997)
proveniente del Estado de Zacatecas (Gonzalez, et al., 1998). En el 2009 se realiz6 otro
estudio en los estados de San Luis Potosi y Oaxaca, para los cuales, donde se logré
identificar también los patotipos: 69, 100, 260, 324, 325, 356, y 485. Sin embargo, con
las corroboraciones de patotipos anteriormente reportados y los nuevos identificados, se
menciona que hasta el 2009 en México se habian identificado 56 patotipos (Sanchez-
Garcia, et al., 2009).

2.1.2 Proceso de infeccion de C. lindemuthianum

El proceso de infeccién de C. lindemuthianum es similar al de otras especies del género
(Diéguez-Uribeondo. et al., 2005). Este proceso inicia con la adhesion de esporas a una
superficie hidrofébica del hospedero. Se ha encontrado evidencia de que dichas esporas
contienen una capa especializada compuesta de glicoproteinas que ayuda
principalmente a que éstas se adhieran a la superficie hidrofébica de la planta.
Posteriormente, ocurre la germinacion para dar lugar a tubos germinativos y después a
una estructura de infeccion especializada conocida como apresorio, el cual se encuentra
rodeado de una matriz extracelular de glicoproteinas y una capa de melanina, ademas
de contener una alta concentracion de glicerol en su interior (Perfect et al. 1999; Rawlings
et al., 2007).

Esta estructura se desarrolla en respuesta a sefiales desencadenadas por la topografia
de la superficie vegetal, como los poros estomales, sefiales quimicas vegetales, ceras de
la epicuticula, sefales fisicas como hidrofobicidad y tigmotropismo (Roberson, et al.,
2010; Riguelme & Séanchez-Leodn, 2014). El apresorio funciona como una estructura
mecanica de penetracion de la cuticula y la pared celular del hospedero, empleando una
punta de hifa muy delgada que surge por una presion turgente, resultado de la resistencia
de la capa melanizada y la presion de la alta concentracion del glicerol dentro de la
estructura (Fig. 1A) (Bechinger, et al., 1999). Una vez que la punta de la hifa logra
instalarse intracelularmente, inicia una fase llamada biotréfica, donde se forma un
complejo interfacial biotréfico (BIC) que parece estar en la punta de la hifa, pero no
pertenece al hongo si no que es de origen vegetal y puede funcionar para translocar el

conjunto de proteinas conocidas como efectores dentro del hospedero para manipular su



metabolismo y pasar desapercibido (Presti, et al., 2015). También esta punta de hifa
permite la formacién de una vesicula de infeccidn, posteriormente se desarrollan hifas
primarias que invaden células adyacentes, sin provocar muerte celular debido a que tanto
la vesicula de infecciébn como las estas hifas primarias se encuentran rodeadas por una
matriz interfacial que las separa de la membrana plasmatica del hospedero y siguen
contando con la presencia de BIC (Perfect & Green, 2001). Una vez que las hifas
primarias invaden una region considerable, inicia la fase necrotrofica, en la que hay
muerte celular debido a que se desarrollan hifas secundarias que secretan enzimas que
hidrolizan los componentes de la pared celular penetrando los protoplastos y provocando
la muerte de la célula (Mendgen & Hahn, 2002; Perfect et al., 1999) (Fig. 1B).

En algunos hongos ascomicetos y basidiomicetos se ha encontrado una estructura
especializada en la punta de la hifa conocida como Spitzenk6rper la cual es una
estructura esferoide densa compuesta de diferentes capas de macro y microvesiculas,
ribosomas, quitosomas, microtibulos y microfibrillas de actina. Aunque el Spitzenkorper
no es considerado como un organulo, puede funcionar como tal, ya que tiene la capacidad
de coordinar como una sola unidad todos sus componentes y se cree que las vesiculas
en dicha estructura funcionan para la sintesis de la pared celular, es decir, esta
relacionada con la elongacion de la hifa, pero ademas, estas vesiculas también pueden
estar involucradas en la secrecion de enzimas al espacio extracelular (Roberson, et al.,
2010; Riguelme & Sanchez-Leb6n 2014).

A) Extracellular matrix

Germ tube Appressorium

Conidium

TRENDS in Plant Science

Figura 1. Proceso de infeccion de C. lindemuthianum: A) Infeccion inicial por penetracion
mecénica (Bechinger et al., 1999); B) Desarrollo de las fases biotrofica y necrotrofica. (S) espora,
(A) apresorio, (PE) hifa de penetracion(V) vesicula de infeccion, (PH) hifas primarias en la fase
biotréfica; (SH) hifas secundarias, (a) inicio de la fase biotréfica, (b) inicio de la fase necrotréfica
y (c) nueva células hospedera de una hifa primaria que nuevamente dara origen a la fase
biotréfica, seguida por la fase necrotrofica (Mendgen & Hahn, 2002).



2.1.3 Efectores y sistema inmune de la planta

En la interaccidon planta-patégeno, existen moléculas como quitina y polisacaridos
provenientes de la pared celular del hongo como productos de sintesis de ésta, y que son
secretados irremediablemente aun estando el patdgeno ya dentro de la célula vegetal
interactuando en el apoplasto. A estas moléculas se les conoce como Patrones
Moleculares Asociados a Patdogenos (PAMPs por sus siglas en inglés) y Patrones
Moleculares Asociados a Microbios (MAMPSs por sus siglas en inglés) (Choi & Klessig,
2016; Villa-Rivera, et al., 2017a). Estas moléculas pueden ser reconocidas por el
hospedero mediante los receptores de respuesta a PAMPs (PRR por sus siglas en
inglés), los cuales se ubican en la membrana celular del hospedero. La activacién de
PRR induce produccion de hormonas y deposicion de callosa en la pared celular vegetal
y ademdas desencadena la primera linea de defensa de la planta conocida como
Inmunidad desencadenada por PAMPs (PTI por sus siglas en inglés), sin embargo, PTI
puede ser evadida mediante efectores secretados por el patégeno (Presti, et al., 2015;
Selin, et al., 2016).

Los efectores son proteinas que, para el caso de hongos filamentosos, cumplen con
algunas de las siguientes caracteristicas: presencia de una sefial de secrecion, no tienen
como destino final la mitocondria u otra region subcelular (excepto el nucleo, apoplasto y
citoplasma), estan codificadas por genes que son inducidos en el hospedero, no
presentan hélices transmembranales ni motivos glicofosfatidilinositol, son proteinas
pequefias de menos de 300 amino4cidos y ricas en cisteina, algunas poseen repeticiones
internas, son codificadas por genes con regiones Intergénicas largas, falta de dominios
PFAM (excluyendo aquellos asociados con patogenicidad) y finalmente, no presentan
ortélogos detectables (Stergiopoulos & Pierre, 2009; Borges de Queiroz, et al., 2019). La
funcion de los efectores es ayudar a la proteccion del hongo, suprimir la respuesta inmune
o manipular la fisiologia celular del hospedero (Stergiopoulos & Pierre, 2009).

Ademas del sistema inmune, esta el sistema de vigilancia que permite al hospedero
reconocer los efectores mediante proteinas de resistencia (Proteinas R) las cuales
poseen receptores intracelulares conservados conocidos como receptores ricos en
leucina de unién a nucleétidos (NB-LRR) los cuales ayudan a identificar a los efectores

como moléculas extrafias y activan el sistema inmune del hospedero en su segunda fase,



al cual se le conoce como Inmunidad Desencadenada por Efectores (ETI por sus siglas
en inglés). ETI finalmente y de manera rapida conlleva a la muerte celular localizada,
fendmeno conocido como respuesta hipersensible (HR) (Mengiste, et al., 2012; Padder,
et al., 2016).

De acuerdo al sitio donde son secretados los efectores, se pueden clasificar en dos tipos:
efectores apoplasticos y efectores citoplasmaticos. Los efectores apoplasticos son
secretados directamente al apoplasto mediante estructuras especializadas. En el caso
de C. lindemuthianun dicha estructura especializada es el apresorio y las demas
estructuras que de éste emergen, mientras que los efectores citoplasmaticos son
acumulados el BIC, ya antes mencionado, y de ahi son translocados al citoplasma
(Crouch, et al., 2014). Los efectores pueden ser conocidos también como factores de
virulencia o factores de avirulencia, segun la respuesta de la planta ante estos. Si logran
evadir el sistema inmune de la planta y ayudan al hongo a desarrollar enfermedad,
entonces se conocen como Factores de virulencia, en cambio, se conocen como Factores
de avirulencia cuando son reconocidos por el sistema de vigilancia de la planta y
desencadenan respuesta inmune vegetal (Stergiopoulos & Pierre, 2009; Selin, et al.,
2016).

Por su parte, dentro de los factores de virulencia para Colletotrichum se han encontrado
que son proteinas involucradas en las etapas de pre y penetracién, como lo son algunas
proteinas Cap involucradas en el desarrollo del apresorio, cutinasas en la penetracion,
algunas protein cinanasas involucradas en transduccion de sefiales y algunas enzimas
hidroliticas como pectin liasa, pectato liasa y xilanasas, por mencionar algunos (Villa-
Rivera, et al., 2017a).

2.2 Estructura de la pared celular vegetal

La pared celular vegetal es una cubierta recalcitrante que se encuentra al exterior de la
membrana plasmatica, que cumple con diversas funciones, tales como dar forma a las
diferentes células, formar una interfaz entre las células adyacentes, proveer proteccion al
resto de la célula y formar estructuras para la comunicacion intercelular, entre otras
(Keegstra, 2010). Las paredes celulares de las plantas se han clasificado en paredes

primarias que rodean células en crecimiento o células poco especializadas que muestran



una similitud relativa entre ellas, y las paredes secundarias que son estructuras muy
engrosadas ricas en lignina que se forman después que ha cesado el crecimiento celular.
La pared secundaria, sobre todo, se puede encontrar rodeando células altamente
especializadas. Ademas existe una estructura muy fina llamada lamina media, que es
rica en pectina, y se encuentra como un modo de interfaz entre células adyacentes (Taiz
& Zeiger, 2006).

Una pared celular vegetal tipica esta quimicamente conformada por 40.6-51.2% de
celulosa, 28.5-37.2% de hemicelulosa y 13.6-28.1% de lignina, siendo estos los
componentes principales, aunque también se pueden encontrar otros componentes en
menor proporcidon, como lo son proteinas y pectinas. Las proporciones de cada
polisacarido varian dependiendo del tipo de célula y/o tipo de planta (Pauly & Keegstra,
2008). Por su parte, la celulosa es un polisacarido compuesto de moléculas de b-D-
glucopiranosa unidas por enlaces glicosidicos B-(1,4) mientras que la hemicelulosa se
compone de heteropolisacaridos compuestos por monosacaridos de cinco a seis
carbonos (fundamentalmente xilosa, arabinosa, galactosa, manosa y acido glucuroénico).
La lignina, también como uno de los principales componentes de la pared, es una
estructura que se compone de cadenas largas de alcoholes polifendlicos. Las pectinas
que componen la pared celular vegetal son principalmente homogalacturanos y

ramnogalacturanos | y Il (Vian-Ortufio, 2006; Burton, et al., 2010).

2.2.1 Celulosa

La celulosa es un polimero formado por cadenas lineales de moléculas de b-D-
glucopiranosa unidas por enlaces glicosidicos B-(1,4) (Burton, et al., 2010). La unién de
estos residuos de glucosa da origen a protofibrillas de celulosa. Cuando una protofibrilla
se une a otra forman microfibrillas de celulosa, y éstas a su vez, en un arreglo final dan
lugar a lo que comunmente se conoce como fibra de celulosa. Esta estructura
tridimensional de la celulosa se sostiene mediante interacciones de Van der Waals y
ademas mediante interacciones no covalentes, ademas, las microfibrillas de celulosa se
pueden encontrar unidas a moléculas de hemicelulosa y lignina (Lynd, et al., 2002).
Existen dos tipos de arreglos de las microfibrillas de celulosa; uno donde las fibrillas se

encuentran separadas dando lugar a poros que permiten el paso a moléculas de agua,
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este arreglo da lugar a regiones conocidas como amorfas; el segundo tipo de arreglo que
puede adquirir la celulosa, es en el que las fibrillas se encuentran muy compactadas, de
tal manera que forman una region cristalina insoluble en la mayoria de los solventes (Fig.
2) (Martinez-Anaya, et al., 2008).
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Figura 2. Estructura de la celulosa: A) Residuos de glucosa unidas mediante los enlaces
glicosidicos b-(1,4). B) Los diferentes tipos de organizacion de las fibras de celulosa que generan
la region cristalina, y la region amorfa (Martinez-Anaya, et al., 2008).

2.2.2 Biosintesis de la celulosa

Las microfibrillas de celulosa se encuentran embebidas en una matriz compuesta de
hemicelulosa, pectinas, proteinas estructurales y enzimaticas que se presentan en
pequefias cantidades. Esta matriz de polisacéaridos es sintetizada en el aparato de Golgi
y exportada a la pared celular por exocitosis, mientras que las microfibrillas de celulosa
son sintetizadas en la membrana plasmatica y son depositadas directamente en la pared
celular (Sandhu, et al., 2009). Cada microfibrilla de celulosa se va formando por un
empaquetamiento espontaneo y por la cristalizacion de docenas de cadenas de B-D-
glucanos unidos por enlaces -(1,4) establecidos por la accion de por lo menos tres tipos
de celulosa sintetasas (CESA) (Cosgrove, 2005). Estas enzimas son complejos de 36
subunidades que se presentan en arreglo de roseta con un diametro de 30 nm. Los

complejos se retunen en el aparato de Golgi, donde son inactivos y se trasladan a la
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membrana plasmatica, para activarse durante la sintesis de celulosa y a través de ésta
depositar las microfibrillas de celulosa a la pared celular de acuerdo a la orientacion de
los microtubulos, quienes ejercen una influencia directa en la orientacién de la deposicién
de celulosa (Somerville, et al., 2006).

Los complejos enzimaticos CESA van adicionando residuos de celulosa a una cadena ya
existente, sin embargo, en estudios recientes se ha encontrado que un esterol glucésido
funciona como el aceptor inicial de glucanos, para la elongacion de la cadena de celulosa,
siendo este el inicio de la formacién de la cadena (Peng, et al., 2002). Es posible que
moléculas de hemicelulosa, tales como xiloglucanos, vayan quedando atrapadas durante
la formacién de las microfibrillas de celulosa, dando lugar a regiones desordenadas o
amorfas de celulosa (Cosgrove, 2005). Ademas del complejo CESA se ha encontrado
gue participa una endoglucanasa enlazada a la membrana llamada KORRIGAN o KOR,
cuya funcién exacta no queda muy clara, pero su mutante indica que tiene una funcion

indirecta en la formacién de microfibrillas de celulosa (Sato, et al., 2001).

2.2.3 Degradacion enzimética de la celulosa

Las enzimas hidroliticas son proteinas capaces de hidrolizar enlaces glicosidicos y
obtener como producto oligosacaridos o monosacaridos, también son conocidas como
Glicosil Hidrolasas (GHs), que a su vez se clasifican en familias de acuerdo a sus
caracteristicas estructurales y genéticas (Polaina, 2004). Las enzimas que participan en
la degradacion de celulosa pertenecen a las familias 5, 6, 7, 12 y 45 de las glicosil
hidrolasas y son reconocidas también como celulasas (Yang, et al., 2011; Kubicek, et al.,
2014). Sin embargo, la degradacion de celulosa no solo involucra reacciones hidroliticas,
recientemente se han identificado mono-oxigenasas que dependen de cobre para llevar
a cabo una reaccién oxidativa, algunas son proteinas miembros de familia 33 de los
modulos de union a carbohidrato (CBM33) y algunas que se han clasificado dentro de las
glicosil hidrolasas de la familia 61 (GH61), las cuales también actlan sinergisticamente
con las celulasas comunes (Zif¢akova & Baldrian, 2012).

De acuerdo al sitio de la cadena de celulosa en donde empiezan a despolimerizar, se
puede decir que participan tres tipos de enzimas: las endo-B-1,4-glucanasas, (degradan

enlaces internos en la cadena de celulosa), exo-B-1,4-glucanasas (enzimas que
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hidrolizan enlaces en los extremos reductores y no reductores del polimero de celulosa)
y finamente las B-glucosidasas (que convierten el producto final de las exo- y endo-
glucanasas a residuos de glucosa) (Horn, et al., 2012; Longoni, et al., 2012).

Las celobiohidrolasas (CBHs) (EC 3.2.1.91), son celulasas hidroliticas que atacan
extremos reductores y no reductores en la cadena de celulosa (exo-B-1,4-glucanasas).
Estas enzimas producen celobiosa como producto final y son una herramienta clave en
la degradacion de regiones cristalinas de celulosa. Existen dos tipos de CBHs que se
distinguen por el extremo de la cadena de celulosa que degradan: la celobiohidrolasa |
(CBHI), que hidroliza en el extremo reductor y la celobiohidrolasa Il (CBHII), que ataca el
extremo no reductor (llmén, et al., 2011; Horn, et al., 2012). La CBHII est4 conformada
por un moédulo de union a carbohidrato (CBM) que ayuda a la enzima establecerse en el
sustrato, como ocurre para otras enzimas (celulasas y no celulasas); un dominio catalitico
donde se encuentran los residuos que ayudan en la reaccion catalitica y un linker
(también llamado asa) que une el CBM al dominio catalitico (Fig. 3) (Wilson, 2011; Horn
et al., 2012; Longoni et al., 2012).
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Figura 3. Mecanismo de reaccion de la CBHII, A) CBHII degradando celulosa para convertirla a
celobiosa. CBH2 son las siglas de la Celobiohidrolasa Il, que a la vez indican el dominio catalitico
de la enzima y CBM es el mddulo de unién a carbohidratos. B) Residuo de glucosa resultante de
una degradacion enzimatica por inversion, donde el grupo hidroxilo se encuentra invertido hacia
abajo. Modificado de (Martinez-Anaya, et al., 2008; Horn, et al., 2012).
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2.2.4 Caracteristicas de la celobiohidrolasa Il

La celobiohidrolasa Il se ha clasificado dentro de la familia GH6, familia que se caracteriza
por adoptar una estructura tridimensional semejante a un barril B/as conocido también
como barril TIM (por la triosa-fosfato isomerasa). Sin embargo, la estructura cristalizada
de la CBHIl adopta una topologia semejante a dicho barril, pero con algunas
modificaciones. Cuenta con siete pB-laminas paralelas en lugar de ocho y en el extremo
del carbono terminal se combinan dos asas que aparentemente se cierran en un tunel
caracteristico también de la topologia del barril TIM (Rouvinen, et al. 1990; Koivula, et al.,
1996).

La mayoria de trabajos en hongos enfocados a la cristalizacion de CBHII, se han
realizado en Ascomicetes, particularmente en Trichoderma reesei y Humicola insolens
(Hui, et al., 2002; Koivula, et al., 2002; Varrot, et al., 2003). Sin embargo, en 2010 se logré
cristalizar esta proteina del Basidiomiceto Coprinopsis cinerea. La estructura presenté
también las modificaciones al clasico barril TIM antes mencionadas y ademas se
identificaron pequefios cambios estructurales en el tinel, que en comparacion con las
proteinas equivalentes de Hypocrea jecorina (teleomorfo de T. reesei) y H. insolens,
presenta un tinel mas amplio. Dicho cambio en el tinel parece ser menos favorable en
la degradacion de sustratos (Liu, et al., 2010).

Ademas de la determinacion de la estructura tridimensional de la CBHII, se ha logrado
identificar el centro activo y sitio activo de la misma. El sitio activo de la CBHIl de T. reesei
se ubico en el extremo del carboxilo terminal de la proteina, el cual forma parte del tanel
cerrado en el barril B/a, por lo que también se le ha identificado a este tunel como el
centro activo (Rouvinen, et al., 1990).

La CBHII lleva a cabo la hidrélisis de las cadenas de celulosa por el mecanismo de
inversion, también conocido como mecanismo de desplazamiento simple (Gutiérrez-
Rojas, et al.,, 2015). En estudios previos se ha reportado que dicha enzima una vez
anclada al sustrato, no es liberada, razén por la cual se le conoce también como una
enzima procesiva (Kubicek, 2013c).

En un estudio sobre la mutacion de la CBHII (Cel6A) de T. reesei se identificaron en el
sitio activo dos acidos asparticos (D??1 y D7), que funcionan como residuos importantes

del sitio catalitico cuyas mutantes resultaron disminuir la efectividad de la enzima para
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degradar el sustrato (Koivula, et al., 2002). En conjunto con estos dos residuos se
identifico la presencia de otros dos residuos (D2 y DY) en centro del tlnel, los cuales
son conservados en la familia de las GH6 y se les ha reconocidos su papel potencial en
la reaccién catalitica (Koivula, et al., 1996). Se encontré también que la Y¢° de la CBHII
de T. reesei, lleva a cabo un rol importante en la reaccion catalitica. Esto se establecio
gracias a mutaciones en este residuo especifico de la proteina, los resultados sugieren
que la Y ayuda en la catalisis promoviendo un cambio conformacional en el anillo de la
glucosa para facilitar la accién de los residuos D?%! y D?%° (Koivula, et al., 1996; Koivula,
et al., 2002).

2.2.5 Celobiohidrolasas caracterizadas y antecedentes mas relacionados

Debido a la importancia biotecnolédgica de las CBHII, esta proteina ha sido caracterizada
biogquimica y molecularmente en hongos y bacterias. En la tabla 1 se resume los trabajos
moleculares realizados de la CBHII en hongos. Adicional a los trabajos citados (Tabla 1),
actualmente solo existen dos trabajos sobre analisis de un fragmento del gen cbhll en C.
lindemuthianum. Acosta-Rodriguez, et al. (2005), reportaron la produccion de enzimas
celuloliticas extracelulares por C. lindemuthianum raza 1472, crecido bajo diferentes
condiciones de cultivo, asi como el aislamiento del ADNc parcial que codifica a una CBHiII
a partir de micelio inducido con celulosa, sin embargo, la comparacion de la secuencia
del fragmento de cbhll aislado con las secuencias en base de datos, mostré6 una mayor
similitud con genes de Trichoderma que con Colletotrichum, sugiriendo una transferencia.
Por otro lado, en un segundo trabajo, a partir de ADN gendmico purificado de micelio de
C. lindemuthianum raza 1472, se clon6 un fragmento del gen de la celobiohidrolasa |l
(cbhill).

Tabla 1. Andlisis de genes de la Celobiohidrolasa Il en hongos.

Hongo Descripcion Afio | Autores

Trichoderma reesei | Aislamiento y andlisis de la secuencia completa del gen | 1987 | Teeri et al.
cbh2, ADN y ADNc.

Agaricus bisporus Aislamiento de dos ADNc y comparacion cbh2 de T. [ 1994 | Chow et al.
reesei. Expresion  heter6loga de Cel3 en
Saccharomyces cerevisiae.
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Tabla 1. Continuacion. Analisis de genes de la Celobiohidrolasa Il en hongos.

Phanerochaete Aislamiento de dos ADNc representantes de variantes | 1994 | Tempelaars
chrysosporium alélicas putativas del gen. et al.

Piromyces rhizinflata | Analisis del ADNc de Cel5B y Cel6A perteneciente a la | 2003 | Tsai et al.
cepa 2301 de rumen. Purificacién de las proteinas
recombinantes.

Humicola insolens Clonacién y secuenciacion del gen avi2 que codifica | 2003 | Moriya et al.
para la Avicelasa Il (celobiohidrolasa II).

Piromyces equi Aislamiento y clonacién del ADN gendémico y ADNCc. 2003 | Harhangi et
al

Aspergillus nidulans | Clonacion de 74 genes que codifican para enzimas | 2006 | Bauer et al.
degradadoras de polisacaridos, entre ellas la
celobiohidrolasa 1l. Evaluacion de expresion de las
proteinas recombinantes en Pichia pastoris.

Irpex lacteus Aislamiento y andlisis del gen celd. Expresion | 2008 | Toda et al.
heteréloga en Pichia pastoris.

Podospora anserina | Andlisis de secuencias de genes que codifican para | 2008 | Espagne et
enzimas involucradas en la degradacion de celulosa y al.
comparacion con Neurospora crassa.

Coprinopsis cinérea | Aislamiento de los genes CcCel6A, CcCel6B, CcCel6C, | 2009 | Yoshida et al.
CcCel6D, CcCel6E. Evaluacion de expresion utilizando
glucosa, celobiosa y celulosa como sustrato.

Trichoderma viride | Aislamiento de cbhll de la cepa CICC 13038, analisis | 2010 | Song et al.
de la secuencia de amino&cidos y obtencién del peso
molecular. Evaluacion de expresion en S. cerevisiae.

Penicillium Analisis de expresion de seis genes, entre ellos Cel6A | 2011 | Wei et al.
decumbens en una cepa silvestre y una mutante, en medios con
glucosa, sorbosa, lactosa, celobiosa, celulosa y
celulosa de salvado de trigo.

Chaetomium Se resolvi6 la estructura cristalizada de la|2012 | Thompson et
thermophilum celobiohidrolasa Il. al.

Mediante el analisis de la secuencia se identific6 un fragmento de 929 pb con una
cobertura del 54.64% similar al gen cbhll de C. orbiculare, y la comparacion en las bases
de datos internacionales mostré un 98% de identidad y 99% de similitud con dicho gen.

En la secuencia parcial de cbhll de C. lindemuthianum se identificaron seis exones que
codifican para 235 aminoacidos deducidos y se realizo la prediccion de la estructura

tridimensional de la proteina, cuya topologia coincidié con la del b-barril TIM modificado,
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caracteristica de la familia GH6 (Morelos-Martinez, 2016). Estos resultados mostraron la
presencia de un gen putativo que codifica para una celobiohidrolasa II, sin embargo,
aunque se sabe que el hongo secreta celulasas (Acosta-Rodriguez, et al. 2005), se
desconocen las caracteristicas moleculares del gen cbhll completo y su perfil de
expresion.

Sin embargo, existen otros estudios en C. lindemuthianum, donde se evaluaron los
perfiles transcripcionales de genes de otras GH y se realizaron comparaciones entre la
raza 0 y 1472. Por ejemplo, en el estudio realizado por Lara-Marquez, et al. (2011), el
gen de la Pectin liasa 2 presentd mayor expresion en la raza patdégena 1472 que en la no
patdgena 0, en el estudio realizado por Conejo-Saucedo, et al. (2016), el gen que codifica
para la endo-B-1,4-xilanasa, mostré mayor expresion en la raza 1472; Villa-Rivera, et al.
(2017b) también encontré que el gen de la endo-B-(1,6)-D-galactanasa presenta mayor
expresion en la raza 1472, ademas, Villa-Rivera (2017) en un segundo trabajo, logré
encontrar que el gen que codifica para la a-L-arabinofuranosidasa presenta mayor
expresion en la raza 1472; finalmente, Campo-Diaz (2019) encontré que el gen de la p-

xilosidasa presenta también mayor expresion en la raza 1472.

2.2.6 Importancia biotecnolégica de las CBHII

Se ha reportado que las enzimas hidroliticas tienen una aplicacion biotecnolégica
importante. Por ejemplo, en la industria alimenticia se les ha utilizado para la elaboracion
de jugos, purés, extraccion de aceite de olivo, en la elaboracién de cerveza y vinos. En
la ganaderia han sido utiles para la obtencién de alimentos para el ganado, mejorando
asi la produccion de leche y carnes de rumiantes. Por otro lado, también se han utilizado
ampliamente en la industria textil y lavanderia, asi como también en la elaboracion de
papel (Bhat, 2000).

A principio de los setentas las investigaciones en celulasas aumentaron drasticamente,
debido a la idea de utilizar celulosa para la produccion de etanol como una alternativa de
combustible (Kubicek, 2013b). Actualmente las aplicaciones biotecnoldgicas de dichas
enzimas han tenido mucho auge, siendo utilizadas sobre todo en la industria de papel y
en la obtencion de bioetanol como combustible sustituto de la gasolina (Martinez-Anaya,

etal., 2008; Yang, et al., 2011). En un trabajo reciente se probd la eficiencia de una CBHlII,
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que presenté cerca del 80% de su actividad maxima después de 4 h de incubacion a pH
2,0 usando residuos de mazorca de maiz deslignificada como sustrato, para la obtencion
de etanol. En este trabajo se encontré que la concentracion de etanol aumentd en un
20% durante la sacarificacion y fermentacién simultaneas cuando se complement6 con
una dosis baja de 0.2 mg de la enzima por un gramo de sustrato (Gao, et al., 2011)
Debido a la recalcitrancia de la pared celular, la biomasa vegetal utilizada con fines
industriales se debe someter necesariamente a varios pretratamientos que pueden ser
fisico-mecanicos, fisico-quimicos, quimicos o biolégicos, esto con el objetivo de aumentar
el area y la porosidad del sustrato, reducir la cristalinidad de la celulosa y hacer mas
accesible la biomasa para la degradacion enzimatica. En los pretratamientos biol6gicos
generalmente se usan enzimas fungicas (Kubicek, 2013b). Un ejemplo para el
pretratramiento de la celulosa cristalina es la eficiencia de enzimas mono-oxigenasas,
miembros de la familia CBM33 y GH61 antes mencionadas, que actian sinergisticamente
con celulasas comunes (Horn, et al., 2012; Ziféakova & Baldrian, 2012).

T. reesei, es uno de los principales hongos que se ha utilizado para la produccion de
enzimas lignoceluloliticas. Este hongo fue descubierto en la segunda guerra mundial, al
observar que se deterioraban las tiendas de campafia del ejército de Estados Unidos.
Fue entonces que se aisld y se identifico originalmente como T. viride, sin embargo, no
cumplié con todas las caracteristicas de la especie y se le asigno el nombre de T. reesei
con el que se reconoce hasta el momento. Actualmente, también se utilizan cepas
mejoradas de este hongo y de otros hongos eficientes en secrecion enzimatica. La
demanda que tienen los productos obtenidos a base de enzimas desencadené un
aumento en las investigaciones de enzimas con fines biotecnol6gicos. En busca de
métodos para lograr la maxima expresién, se ha encontrado recientemente que una de
las soluciones para promover la productividad de celulasas es el incremento de la

expresion de proteinas accesorias que actuan sinergisticamente (Kubicek, 2013a).
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3. JUSTIFICACION

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, es importante analizar molecular y
bioinforméaticamente el gen cbhll de Colletotrichum lindemuthianum y conocer si presenta
expresion diferencial en razas del hongo con diferente estilo de vida.

4. HIPOTESIS

En Colletotrichum lindemutnianum, el gen cbhll que codifica para una Celobiohidrolasa |l

se expresa de manera diferencial dependiendo del estilo de vida del hongo.

5. OBJETIVOS
5.1 General
Realizar una caracterizacion molecular y bioinformética el gen cbhll de Colletotrichum

lindemuthianum.

5.2 Especificos

> Realizar la caracterizaciéon molecular-bioinforméatica de la secuencia del ADNc del

gen cbhll en C. lindemuthianum.

> Analizar los perfiles de transcripcidén de cbhll en una raza patégena (1472) y una no

patégena (0) de C. lindemuthianum.

> Realizar un analisis filogenético y modelaje 3D de la proteina CBHII de C.

lindemuthianum y de especies del género Colletotrichum.

19



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biologico

Se utilizé micelio de C. lindemuthianum razas 1472 (patégena) y raza 0 (no patégena),
perteneciente al cepario del Laboratorio de Estudios de Enzimas Liticas de Pared Celular
Vegetal del Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia (CMEB), de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, asi como la cepa bacteriana

comercial TOP10 de Escherichia coli (Invitrogen).

6.2 Medios de cultivo

6.2.1 Medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) y Papa-Dextrosa (PD)

El micelio del hongo se crecié y mantuvo en medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) (French,
1982). Para la elaboracion de este medio se cortaron en cubos pequefios 250 g de papas
sin cascara y se sometieron a coccién en un matraz de 1 L con 500 ml de agua destilada
en una olla de presién. Posteriormente se filtré el extracto y se le agrego 15 g de dextrosa
y 20 g de agar previamente disueltos en 100 ml de agua destilada. Se afor6 a 1 L y se
esterilizé por 15 minutos a 15 Ib de presién. Finalmente, el medio se distribuyd en Cajas
Petri de 100 x 15 mm y se almacenoé a 4 °C. Para la elaboracion del medio PD se realizo
un proceso similar al de la preparacion de medio PDA, excepto que a no se le agrego

agar.

6.2.2 Medio Mathur modificado

Para un litro de Medio Mathur modificado se disolvieron previamente en 500 ml de agua,
2.5 g de sulfato de magnesio, 2.72 g de fosfato de potasio monobasico, y se suministré
un poco de calor (70 °C aproximadamente) para disolver 5.28 g de acido L-glutamico g,
posteriormente se suplementé con pared celular de P. vulgaris (cv. Flor de Mayo)
obtenida de hipocotilos (Fry, 2006), celulosa, o glucosa al 2.5% como Unica fuente de

carbono y se ajusté el pH a 8.2-8.5.
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6.3 Induccion de micelio

A partir de cultivos de PDA, se tomaron de tres a cuatro discos de 0.6 cm de diametro de
micelio de ambas razas de C. lindemuthianum y se inocularon en 50 ml de medio PD en
un matraz Erlenmeyer de 125 ml. Se incub6 a 18 °C en agitacion a 150 rpm en una
incubadora orbital (Thermo Scientific, mod. 4353) durante 10 dias. Posteriormente, se
recupero el micelio por filtracion y se lavo con agua destilada, desionizada, esterilizada
(H20dde) hasta eliminar el exceso de medio PD. El micelio recuperado fue inoculado en
matraces de 125 ml con medio Mathur modificado, se incubé nuevamente a 18 °C en
agitacion a 150 rpm y después de 0, 4, 6, 12 y 48 horas y a los 3, 5, 7 y 9 dias de
incubacion el micelio se recuperd por filtracion y se almacend en papel aluminio a -80°C

hasta su uso.

6.4 Extraccion de ADN gendmico

Para aislar el ADN gendmico se siguié el método de extraccion de (Kuramae-lzioaka,
1997). En un mortero estéril, se pulverizé 0.1 g de micelio de C. lindemuthianum con
nitrégeno liquido y se colocdé en un microtubo estéril de 1.5 ml. Se adicioné dos
volumenes de Buffer de extraccion (Tris pH 8.0 100 mM, EDTA 50 mM pH 8.0, NaCl 500
mM, B-mercaptoetanol 10M, SDS 1%) y se homogeneizd en un vortex. Después, se
incub6 durante 40 minutos a 65 °C y se agreg6 1/2 volumen de acetato de potasio 5M,
se mezclo gentilmente, se incub6 en hielo durante 30 minutos y se centrifugé en una
microcentrifuga (Thermo Fisher Scientific, sorvall Legend Micro 17R) a 10,000 rpmy 4 °C
durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido de la centrifugacion se transfirid6 a un
microtubo estéril de 1.5 ml y se afiadié un volumen igual de cloroformo-isoamilico (25:1),
se mezclo perfectamente y se centrifugé nuevamente a 10,000 rpm a 4 °C por 10 minutos.
El sobrenadante se transfirié otro microtubo estéril de 1.5 ml y para precipitar el ADN se
le agregd un volumen igual de isopropanol frio (-20 °C), se centrifugé nuevamente a
10,000 rpm a 4 °C durante 10 minutos y se descartd el sobrenadante conservando el
precipitado. Finalmente, la pastilla se resuspendié en 50 ul de H20 grado molecular libre
de nucleasas, se agrego 1 ul de RNasa libre de DNasa (40 ul/ml) y se incubd por 3 h a
37 °C. Transcurrido este lapso de tiempo, se corrio 10 pyl de ADN en un gel de agarosa al
1% tefiido con SybrSafe (1X) (Invitrogen) con buffer TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM, EDTA
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1mM) a 80 voltios durante 25 minutos. La muestra se cargo en el gel con 2 ul de buffer
de carga (Azul de bromofenol 0.25%, xilan cyanol 0.25%, glicerol 30% Yy H2Odde).
Finalmente, se midid la concentracion del ADN en un NanoDrop One (Thermo Fisher
Scientific).

6.5 Extraccion de ARN total

En un mortero estéril, se pulverizd 0.1 g de micelio con nitrégeno liquido para romper la
pared celular y se agregd en un microtubo de 1.5 ml estéril con un 1 ml de TRIzol
(Invitrogen), se homogeneiz6 en un vortex y se incub6é por 5 minutos en hielo. A
continuacion, se agregé 0.2 ml de cloroformo por 1 ml de TRIzol utilizado en la
homogeneizacion, la muestra se mezclé vigorosamente en un vortex y se incubé en hielo
por 5 minutos, se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Se separo la fase
soluble, se agreg6 isopropanol e incubo a -20 °C por una hora y se centrifugd a 12,000
rpm por 10 minutos a 4 °C. Se recupero la pastilla descartando el sobrenadante y se dejo
secar por 15 minutos a temperatura ambiente, enseguida se lavé con etanol al 75% por
cada ml de Trizol utilizado, la pastilla se lavo hasta deprenderla del fondo del tubo por
inversion. Se centrifugd nuevamente a 7,500 rpm por 5 minutos a 4 °C y se descarto el
etanol conservando la pastilla, se dejé secar por 30 minutos a temperatura ambiente y se
resuspendié en 30 ml de H20 grado molecular libre de nucleasas. Se midi6 la
concentracion del ARN total en un NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific) y se
corroboré la integridad por electroforesis en un gen de agarosa al 2% tefiido con SybrSafe
(1X) (Invitrogen) con buffer TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1mM) a 70 voltios durante
40 minutos. La muestra se cargo6 en el gel con 2 ul de buffer de carga (Azul de bromofenol
0.25%, xilan cyanol 0.25%, glicerol 30% y H20dde).

6.6 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Para las sintesis de ADNc se siguieron las instrucciones del Kit SuperScrip Il RT
(Invitrogen). Antes de iniciar con la sintesis de ADNc en un microtubo de 0.2 ml
previamente lavado con H20 grado molecular, se traté 1 mg de ARN total con DNasa | (2
u/ml) (Invitrogen). Respetando el orden de reactivos se agrego a un volumen total de 9
ml, 1 ml de Buffer 10x para DNasa | (100 mM Tris, pH 7.5. 25 mM MgClz y 5 mM CaCl),
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0.5 ml de DNasa y el resto de H20 grado molecular libre de nucleasas y se incubo a 37
°C durante 15 minutos. Posteriormente, se inactivd la enzima con 1 ml de &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (5 mM) e incubacion a 65 °C durante 10 minutos y se
dej6 reposar en hielo por dos minutos. Para iniciar con la reaccion de sintesis de ADNCc,
para obtener un volumen total de 13 ml se adiciond los siguientes reactivos: 1 ml de
oligonucledtido dT2o (50 mM), 1 ml de dNTP mix (10mM), lo que reste de H20 grado
molecular libre de nucleasa, se incub6 a 65 °C, y después se coloco en hielo durante 1
minuto. Se centrifugd brevemente y se adiciono lo siguiente: 4 ml de buffer 5x First-strand,
1 ml de DTT (0.1M), 0.5 ml de RNasa OUT (40 unidades/ ml (Invitrogen) y 0.5 de
superScrip Il RT (200 u/ml). Se mezclé suavemente por pipeteo y se incubd a 50 °C
durante 50 minutos y posteriormente se incub6 a 70 °C durante 15 minutos. Finalmente
se midi6 la concentracion del ADNc como se describié anteriormente.

6.7 Amplificacién del gen cbhll por PCR de punto final

Para aislar el gen cbhll, se utiliz6 ADN gendémico y el ADNc obtenido del ARN total de
micelio inducido con celulosa por 48 horas en ambas razas. Para la amplificacion del gen
se utilizaron los juegos de oligonucleétidos especificos (Tabla 2) disefiados con base en
la secuencia del gen cbhll identificado en el genoma de C. lindemuthianum 89, disponible
en bases de datos (NCBI). Para la mezcla de reaccion se usaron los siguientes reactivos:
17.2 pl de H20 grado molecular, 2.5 pl de buffer PCR 10X (Tris-HCI200 mM pH 8.4, KCI
500 mM, concentracion final 1X), 1 ul de MgCI2 (50 mM), 1 ul de cada oligonucleétido (10
pm/ul) (Tabla 2), 1 yl de dNTP mix (2.5 mM), 200 ng de ADN/ADNc, 0.3 ul de Taq
polimerasa (1 u/ml) (Invitrogen). La mezcla de reaccion se incubd en un termociclador
(Veriti Thermal Cycler, mod. 96-well) bajo las siguientes condiciones; desnaturalizacién
inicial a 94 °C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 30
segundos, alineamiento a 56-59 °C durante 45 segundos y extension a 72 °C por 30
segundos; por ultimo, una extensién final a 72 °C por 10 minutos. Los productos de
amplificacion se separaron por electroforesis siguiendo el procedimiento anteriormente

detallado, en un gel de agarosa al 1.5 % que se corrié a 70 voltios durante 50 minutos.
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Tabla 2. Juegos de oligonucleotidos utilizados para la amplificacion del gen cbhll-ADN y cbhll-
ADNc

Oligonucledtidos Secuencia TM | Tamafio
°C

CocbhllF1 CGACTCACGGACAACTCTCACACT | 56 | 1803pb
CocbhlIR1 TGAATCAGCCCACGCAAAGAAT

CocbhlID1 CGACTCACGGACAACTCTCACACT | 59 878
cbhllg-R CTTGGGCGCCGGCACACT

cbhllg-D CGCTGGCCAGTTCGTCGTCTAC 59 888
CocbhlIR3 GAATCAGCCCACGCAAAGAATG

6.8 Clonacién

6.8.1 Ligacion del fragmento de ADN amplificado a un vector

La reaccion de ligacion se llevo a cabo en un microtubo de 1.5 ml como sigue; se mezclo
3 Ml del producto de amplificaciéon de ADN, 1 pl de solucion de sales, 1.5 ul de H2Odde ¥
0.5 pl de vector pPCR™ 4-TOPO (Invitrogen). Se incub6 durante 15 minutos a temperatura

ambiente y se almacend a -20 °C para su uso posterior.

6.8.2 Transformacién de células E. coli guimiocompetentes

Se adicion6 2 ul de la reaccion de ligaciéon con el vector pCR™ 4-TOPO a un microtubo
de 1.5 ml con 50 pl de células quimiocompetentes de E. coli TOP10 (Invitrogen). Se
incub6 en hielo por 30 minutos, se sometié a las células a un shock térmico por 30
segundos a 42 °C y se transfirié inmediatamente a hielo. Después se adiciono 250 ul de
medio SOC (triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5mmM, MgCI2
10 mM, MgS04 10 mM y Glucosa 20 mM) (Invitrogen) y se incub6 a 37 °C en agitacion

a 200 rpm durante una hora. Finalmente, las células se plaguearon en Cajas Petri 100 x
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15 mm (80 ul en cada caja) con medio LBA con ampicilina (LBA-Amp 1 mg/ml) y se

incubaron a 37 °C durante toda una noche.

6.8.3 Purificacion de plasmidos a gran escala

Las colonias transformantes se seleccionaron y se transfirieron con palillos estériles a
tubos de ensaye de 15 ml con 2 ml de medio LB con ampicilina (LB-Amp 1mg/ml). Se
incubaron a 37 °C y 150 rpm en la incubadora orbital (Thermo Scientific, mod. 4353)
durante toda la noche. La purificacion de plasmidos recombinantes se llevé a cabo de
acuerdo al método de Birmboim & Dolly (1979). Se centrifugé 1.5 ml de cultivo a 13,000
rpm por 10 segundos, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio en 150 ul de solucién
Birmboim | (Glucosa 50 mM, EDTA 10mM y TRIS/HCI 25 mM), 300 pl de solucion
Birmboim Il (NaOH 0.2 M, SDS 1%), 300 ul Birboim Ill (Acetato de sodio 3 M, pH 5.2).
Posteriormente se le agregd 300 pl de cloroformo, se mezclé en vértex hasta tornar a un
color blanco y se centrifug6 a 13,000 rpm durante 3 minutos. La fase acuosa obtenida de
la centrifugacion se transfiri6 cuidadosamente a otro microtubo de 1.5 ml estéril y se
agreg6 700 pl de isopropanol frio (-20 °C), mezclando perfectamente. Se centrifugd
nuevamente a 12,000 rpm por 15 min y se descartd el sobrenadante, conservando sélo
el precipitado. Posteriormente, se lavo el precipitado agregando 750 pl de etanol al 70%
frio (-20 °C), se centrifugd a 12,000 rpm por 3 minutos y se decant6 el sobrenadante. El
precipitado obtenido se dejo secar durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente,
se resuspendio en 50 pl de H20 grado molecular libre de nucleasas y se agrego 1 ul de
RNasa A (10 mg/ul) (Sigma), se incub6 durante 1 hora a 37 °C. La integridad de los
plasmidos recombinantes se verificd por electroforesis en gel en gel de agarosa al 1%

como se describié previamente.

6.8.4 Digestidon enziméatica

Para verificar el tamafio de los insertos en los plasmidos recombinantes, se realiz6
digestion enzimatica de la siguiente manera: se agrego 5 ul de plasmido, 8 ul de H20
grado molecular libre de nucleasas, 0.5 ul de la enzima EcoRlI, 1.5 ul Buffer 10X, en un

volumen final de 15 pl. Una vez obtenida la mezcla se incubé a 37 °C por una hora.
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Finalmente se revis6 el tamafio de los insertos por electroforesis en gel de agarosa al 1%

como se describio previamente.

6.8.5 Limpieza de plasmidos

La limpieza de plasmidos para secuenciacion se realizé de acuerdo a la técnica de
Stemmer (1991). Se ajusto el volumen de ADN (10-25 ug) a 150 pl con H20dde ¥ S€
adicion6 5 ul de bromuro de etidio (10 mg/ml). Posteriormente se agregé 140 ul de acetato
de amonio 75 M y se mezcld gentimente, se adicion6 420 ul de
fenol:cloroformo:isoamilico y se centrifug6 12,000 rpm durante 2 minutos. Se transfirio la
fase acuosa a un microtubo de 1.5 ml estéril, se adicion6 800 ul de etanol absoluto frio (-
20 °C) y se incub6 durante 20 minutos a -20 °C. Posteriormente, se centrifug6 a 12,000
rpm por 5 minutos. El ADN precipitado se lavé agregando 300 pl de etanol al 70 % frio (-
20 °C), se resuspendio en 30 pl de H20 grado molecular libre de nucleasas y se verifico
la integridad de los plasmidos por electroforesis en gel de agarosa al 1% como se

describi6 previamente.

6.9 Secuenciacion del ADN y analisis de secuencias

Los insertos en los plasmidos y los productos de amplificacion de ADN se secuenciaron
por el método dideoxy (Sanger, et al., 1975) a través de la empresa comercial Macrogen
USA. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias reportadas en el
banco de datos internacional, mediante el software en linea Basic Local Alignment Search
Tool (Blast), y se editaron con el servidor en linea AUGUSTUS (Stanke & Morgenstern,
2005). A partir de las secuencias codificantes para CBHII disponibles en base de datos
internacionales de especies de Colletotrichum se realizaron los alineamientos utilizando
los softwares BioEdit 7.0. 5 (Hall, 2005), Mega 6 (Tamura, et al., 2013) Clustal Omega de
European Molecular Biology Laboratory (EMBL). Y ClustalX (Thompson, et al., 1997).

6.10 Modelaje tridimensional

Para el modelaje tridimensional de las proteinas se utilizaron los softwares I-TASSER

(Yang, et al., 2015) y Swiss Model (Biasini, et al., 2014). La edicion de los modelos se
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realizd con los programas Chimera USF 1.10.2 (Pettersen, et al., 2004) y Swiss-Pdb
Viewer (With, et al., 2001).

6.11 Perfiles de transcripcion de cbhll por Qpcr

Como control de expresion basal se utiliz6 ADNc de micelio crecido con glucosa durante
8 h. Para el analisis de induccion se utiliz6 ADNc de micelio de cultivos con pared celular
e incubado por 0, 4, 6, 12 y 48 horas y 3, 5, 7 y 9 dias en celulosa y en pared celular
vegetal. Como referencia se amplificé un fragmento del gen de b-tubulina con el juego de
oligonucledtidos especificos TRBtub2-D y TRBtub2-R (Conejo-Saucedo, et al., 2016;
Villa-Rivera, et al., 2017). Para evaluar la expresiéon del gen cbhll se utilizé el juego de
oligonucledtidos especificos cbhllg-D y cbhlig-R (Tabla 2), disefiados a partir de la
secuencia genémica del gen cbhll C. lindemuthianum raza 89 disponible en bases de
datos (NCBI). La especificidad de la reaccion se verific6 mediante un analisis de la curva
de fusién y la eficiencia de cada oligonucleoétido se verificd utilizando la curva estandar.
Los oligonucleétidos mostraron una pendiente de -3.273, con una R? de 0.93% y un
porcentaje de eficiencia de 102%, valores que estan dentro de los parametros aceptados.
Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 10 ul, que contenia 200 ng de
ADNCc, 2 pmol de cada oligonucleétido, 5 ul de Radiant™ Green (2X) gPCR Mix Hi-Rox
(1X) (Alkali Scientific). Se incluyeron controles sin plantilla en todas las placas. Los
ensayos de amplificacion se realizaron en placas de reaccién MicroAmp Fast Optical de
48 pocillos (Applied Biosystems) y se cubrieron con una pelicula adhesiva Optica
MicroAmp (Applied Biosystems) en el sistema de PCR StepOne Real-Rime (Applied
Biosystems). Las amplificaciones se realizaron en las siguientes condiciones: 95 °C
durante 10 min, 40 ciclos de 95 °C durante 40 seg, 62 °C durante 30 seg y 72 °C durante
40 seg, una curva de fusion de 95 °C durante 15 seg, 60 °C durante 1 miny 95 °C durante
15 seg. La cuantificacion relativa de la expresion génica (QPCR) se realizé mediante el
método de CT comparativo (AACt). Los datos se obtuvieron por triplicado en dos eventos
independientes y fueron analizados en Excel. Se realizé analisis de varianza (ANOVA).
Los resultados se reportaron como las medias con errores estandar (SE). Los valores de

P <0,05 se consideraron significativos.
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6.12 Andlisis filogenético de la CBHII

Los analisis filogenéticos se basaron en los criterios de Maxima Verosimilitud (Maximum
Likelihood-ML), y de Inferencia Bayesiana (Bayesian Inference-Bl) mediante los
programas Mega X 10.0.5 (Kumar, et al., 2018) y Mr Bayes v3.1 (Ronquis, et al., 2012)
respectivamente. Para el analisis ML se calcul6 el modelo de evolucion molecular, el cual
se eligio bajo el criterio de informacion de Akaike (AIC) (Alfaro & Hulsenbeck, 2006),
mediante el programa de Mega X 10.0.5 (Kumar, et al., 2018). Los analisis bayesianos
se corrieron con 10X10° generaciones usando dos Cadenas de Markov de Montecarlo
(MCMC), los arboles se muestrearon cada 1000 generaciones descartando el 25% para
obtener un arbol de consenso de mayoria. Los soportes de los nodos se estimaron con
analisis bootstrap (PB) y probabilidad posterior (PP). Los arboles se visualizaron y
editaron utilizando el programa FigTree v1.4.0 (Rambaut, 2014).
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7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de ADN gendmico

En la figura 4, se muestra la integridad del ADN purificado de las razas 0 y 1472 de C.
lindemuthianum. Para su identificacion, las muestras se indican como ADNCLO y
ADNCL1472 purificados de las razas 0 y 1472, respectivamente. Se obtuvieron

concentraciones de 30 ng/ml para la muestra ADNCLO, y 45 ng/ul para ADNCL1472.

Figura. 4. Integridad de ADN total purificado de C. lindemuthianum raza 0 y raza 1472. Gel de
agarosa al 1% en TAE 1X, tefido con SybrSafe. El carril 1 muestra ADNCLO; carril 2 muestra
ADNCL1472.

7.2 Extraccién de ARN total y sintesis de ADNc

En la figura 5, se muestra la integridad de ARN total purificado de las razas 0 y 1472 de
C. lindemuthianum. La figura 5A muestra el ARN total purificado de micelio de ambas
razas, incubado en medio con pared celular de P. vulgaris durante 0, 4, 6, 12, 48 h, y 3,
5, 7 y 9 dias. La figura 5B muestra el ARN total purificado de micelio de ambas razas,
incubado en medio con celulosa durante 0, 4, 6, 12,48 h,y 3, 5, 7 y 9 dias. Se obtuvieron
concentraciones de ARN total desde 520.6 hasta 2,247.2 ng/ml, que fueron adecuadas
para la sintesis de ADNc. Una vez obtenido el ADNc las concentraciones determinadas

por espectrofotometria fueron en un rango de 707.3 a 1786.0 ng/ml.
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Figura. 5. Integridad de ARN total purificado de micelio C. lindemuthianum raza 0 y raza 1472.
A) ARN total de micelio inducido con pared celular vegetal. B) ARN total de micelio inducido con
celulosa. Geles de agarosa al 2% en TAE 1X, teflidos con SybrSafe. En los carriles 1-9, ARN de
la raza O; carriles 10-18, ARN de la raza 1472.

7.3 Amplificacién del gen cbhll por PCR de punto final

En la figura 6 se muestran los productos de amplificacién del ADN genémico y ADNc del
gen cbhll de ambas razas del hongo. El producto de amplificacion de ADN gendémico
obtenido con el juego de oligonucle6ticos CocbhllF1 y CocbhlIR1 mostrdé el tamafio
esperado de aproximadamente 1850 pb (Fig. 6A). Adicionalmente, los productos de
amplificacion del ADNc obtenidos los juegos de oligonucleétidos CocbhllF1/cbhlig-R y
cbhllg-D/CocbhlIR3 mostraron un tamafio esperado de aproximadamente 870 pb y 880
pb (Fig. 6By C).
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Figura. 6. Productos de amplificacion del gen cbhll. A) cbhll-ADN B) y C). cbhll-ADNc de la raza
0y la raza 1472 respectivamente. Geles de agarosa al 1.5% en TAE 1X, tefiidos con SybrSafe.
En Carril 1, marcador de tamafio molecular 1 Kb Plus DNA Ladder; carriles 2 y 3 productos de la
raza 0 y 1472 respectivamente.

7.4 Analisis de secuencias

Las secuencias de cbhll-ADN y cbhll-ADNc obtenidas fueron 100% idénticas entre
ambas razas, por lo que se sélo se tomd en cuenta una secuencia para los siguientes
analisis. La secuencia del gen cbhll present6 un tamafio de 1803 pb, cinco intrones y seis
exones, con un marco de lectura de 1443 pb. El marco de lectura abierto de la secuencia
de CBHII revel6 480 aa deducidos mas un codoén de paro (Fig. 8), con un péptido sefial
en el extremo amino con sitio de corte con una probabilidad de 0.7842 entre los residuos
A8y V19 (Fig. 7), generando una proteina madura de 462 aa, de acuerdo al andlisis con

el software en linea SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), con un peso

molecular predicho de 48.6 KDa.
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Figura. 7. Sitio de corte del péptido sefial de la CBHII de C. lindemuthianum, con una probabilidad
de 0.9991 de ser transportada por el translocén Sec y escindidos por la peptidasa de sefial | (Lep)
y con la probabilidad de corte de 0.7842 entre entre A%y V.

La secuencia de CBHIlI se comparé con las secuencias de proteinas CBHII putativas
identificadas en los genomas especies del género Colletotrichum disponibles en bases
de datos (NCBI). Como se puede observar en la Tabla 3, el andlisis de comparacion
mostrd los mayores porcentajes de identidad y similitud de con C. trifolii, y los menores
porcentajes con C. salicis. El alineamiento clustal de las secuencias de la CBHII del
género Colletotrichum permitié la identificacion del péptido sefial entre los residuos 1-18,
un modulo de union a carbohidrato entre los residuos 24-62, la secuencia linker de 63-
106 y el dominio catalitico de los residuos 107-475. Adicionalmente, de acuerdo a lo
reportado para T. reesei se identificaron dos residuos de acido aspartico (D??' y D7) y

una tirosina (Y1%°) importantes para el sitio catalitico (Fig. 8).
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Tabla 3. Porcentajes de similitud e identidad de la secuencia de CBHII de C. lindemuthianum
con secuencias correspondientes del género Colletotrichum.

Especie y cepa Identidad Similitud No. de Acceso
C. lindemuthianum 83 100% 100% MASO02000617.1
C. lindemuthianum 89 99% 99% MASP02000791.1
C. trifolii 543-2 99% 99% TDZ49557.1
C. orbiculare MAFF 240422 99% 99% TDZ16118.1
C. spinosum CBS515.97 98% 99% TDZ35571.1
C. sidae CBS518.97 96% 97% QAPF01000097.1
C.cocoides NJ-RT1RT1 83% 90% LECQ01000036.1
C.cocoides RP180a 83% 90% LECP01000060.1
C. musae GM20 83% 90% NWMS01002060.1

NWMS01001655.1

C.sansevieriae Sa-1-2 83% 90% NJHP01001385.1
C. truncatum MTCC3414 83% 89% NBAU02000002.1
C. fructicola CGMCC3.17371 82% 89% XP_031893570.1
C. siamense ICMP 18578 82% 90% RJJI01000005.1
C. asianum ICMP18580 82% 90% KAF0325841.1
C. chlorophyti NTL11 81% 87% OLN96738.1
C. tofieldiae 0861 79% 88% KZL66544.1
C. incanum MAFF238704 79% 88% KZL84438.1
C.falcatum Cf671 79% 88% LPVI01000438.1
C. godetidae C184 79% 87% LZRM01001173.1
C. lentis CT-30 79% 87% NWBT01000042.1
C. acutatum 1 79% 87% LUXP01000004.1

C. shisoi PG-2018a 79% 86% TQNG65299.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/TDZ49557.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/TDZ16118.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/TDZ35571.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=3&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/OLN96738.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=5&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/KZL66544.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/KZL84438.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=11&RID=KKX9K38P015

Tabla 3. Continuacion. Porcentajes de similitud e identidad de la secuencia de CBHII de C.

lindemuthianum con secuencias correspondientes del género Colletotrichum.

C. gloeosporioides Cg-14 79% 87% EQB57973.1
C. orchidophilum IMI309357 76% 86% XP_022480968.1
C. tanaceti BRIP57314 78% 87% PJEX01000114.1
C. sublineola TX430BB 78% 85% KDN64379.1
C. higginsianum MAFF305635-REP 7% 85% TIC90142.1
C. higginsianum IMI 349063 77% 85% XP_018152797.1
C. graminicola M1.001 7% 85% XP_008089827.1
C. nymphaeae SA-01 76% 85% KXH25560.1
C. simmondsii CBS122122 76% 85% KXH35695.1
C. fioriniae PJ7 76% 85% EXF81890.1
C. tanaceti BRIP57314 75% 85% TKW550009.1
C. sp PG-2018a 76% 84% TQN65299.1
C. salicis CBS607.94 76% 84% KXH66887.1
C. fructicola Naragc5 73% 80% ELA31610.1
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EQB57973.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=6&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_022480968.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=8&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/KDN64379.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=16&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_008089827.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=18&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/KXH25560.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=7&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/KXH35695.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=13&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/EXF81890.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=14&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/TKW55009.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=12&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/TQN65299.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=15&RID=KKX9K38P015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/KXH66887.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=17&RID=KKX9K38P015
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Figura 8. Alineamiento clustal de la secuencia de CBHII de C. lindemuthianum con secuencias
en especies del género Colletotrichum y con T. reesei. Se indican los dominios conservados en
rectangulos. El péptido sefial se sefala con el rectangulo negro; el médulo de unién a
carbohidratos con el rectangulo azul; el linker con el rectangulo rojo y el dominio catalitico
corresponde al resto de la proteina sin rectangulo. Las flechas amarillas y verdes indican los
acidos asparticos (D' y D?%) y la flecha roja la tirosina (Y%°) encontrados en T. reesei que
funcionan como residuos importantes del sitio catalitico.
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7.5 Modelaje 3D de la CBHII

Para el modelaje de la estructura tridimensional de la proteina se utilizé6 como templado
a la CBHII cristalizada de T. reesei (PDB: 3CBH[A]), con la cual present6 73% de
identidad. El modelo resultante mostré la topologia p-barril con siete B- laminas con la
topologia del barril TIM modificado caracteristico de la familia GH6 y los dos residuos de
aspartato importantes en el sitio catalitico posicionados dentro del tanel del barril similar
a la estructura de CBHII de T. reesei (Fig. 9 A). Dentro de los parametros de calidad se
obtuvo un diagrama de Ramachandran con 94.62% de angulos favorable, un Qmean de
-1.18, GMQE de 0.74 y cp de -0.72, indicando que el modelo obtenido es de de alta
calidad. Adicionalmente, se realiz6 un sobrelapado del modelo 3D de CBHIl de C.
lindemuthianum y la estructura 3D de la CBHII de T. reesei (Fig. 9 B) utilizada como
templado. En la figura 9 C se observa que las estructuras se sobreposicionan en la

mayoria de las regiones, incluyendo los aa del sitio catalitico.

Figura 9. Estructura 3D de la CBHIIl. A) Modelo 3D en C. lindemuthianum con los dos residuos
de aspartato importantes en la catdlisis. B) Modelo 3D de T. reesei. C) Sobreposicién de
estructuras 3D de C. lindemuthianum y T. reesei.

7.6 Perfil de transcripcion de cbhll por gPCR

Como se puede observar en la figura 10, la raza 1472 present6 los mayores niveles de
transcrito de cbhll que la raza 0, tanto en cultivo con pared celular de frijol como en
celulosa. Cuando los hongos fueron cultivados en medio con celulosa, la raza 1472
presentd dos picos de expresion relativa a las 6 h (7.8 veces) y a los 3 dias (9 veces)
(Fig. 10 A). En contraste, la raza 0 mostré un pico maximo de expresion a los 3 dias (2.9
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veces) que fue claramente inferior al de la raza 1472. Cuando se utiliz6 pared celular de
frijol como fuente de carbono, la raza 1472 mostré un pequefio pico de expresion a los 3
dias (4.1) y un maximo pico de expresiéon a los 7 dias (11.7 veces) que fue el pico mayor
detectado en el analisis, mientras que para la raza 0, los niveles de expresion apenas
sobrepasaron a los basales con glucosa (Fig. 10B). Sin embargo, en el inicio del anélisis
(Oh) que realmente corresponde a aproximadamente 15 minutos, lo que tarda el
procesamiento del micelio en la purificacion del ARN total, la raza O mostro niveles de
expresion ligeramente superiores a la raza 1472. En la figura 11, se muestras los niveles

de expresion de ambas razas en ambos sustratos.

Celulosa

-

O Raza 0
. ERaza 1472

sl lalal

Gilu 8h an an &h 120 asn

Expresion relativa de cbhi/
@
*

N M

°

Tiempo de induccién

Pared Celular Vegetal

B)

D Raza 0
HRaza 1472

Expresion relativa de cbhll

-

M

°

Glu 81

Tiempo de induccién

Figura 10. Expresion relativa del gen cbhll en la raza 1472 y raza 0 de C. lindemuthianum. A)
celulosa y B) pared celular vegetal. Las barras muestran la media de los valores por triplicado +
el error estandar de los dos eventos independientes, el asterisco sobre las barras representa la
diferencia significativa para (p < 0.05), en relacion a la expresion basal con glucosa a 8 h.
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Figura 11. Integracion de la expresion del gen cbhll de la raza 1472 y raza O en cultivos con
celulosa y pared celular vegetal.

7.7 Andlisis filogenético de la CBHII

Con la finalidad de conocer las relaciones filogenéticas de las CBHIl de especies del
género Colletotrichum, se construyeron arboles filogenéticos donde se incluyeron las
secuencias de CBHII de Colletotrichum disponibles en NCBI. Como grupo externo se
utilizé la secuencia de una CBHII (PDB: CcCel6C) ya caracterizada del basidiomiceto
Coprinopsis cinerea quien muestra una similitud e identidad de 58% y 43%
respectivamente (Liu, et al., 2010).

En el arbol filogénetico consenso construido bajo Maxima Verosimilitud (ML) e Inferencia
Bayesiana (IB) (Fig. 12), el género Colletotrichum parece ser monofilético, presentando
una topologia con dos clados principales (C1 y C2) con valores de soporte bajos pero
aceptables cuando se construyé mediante MV, y en general, altos cuando se construyo
con IB. Dichos clados, se encuentran formando una politomia con C. chlorophyti. C1
mostro un unico linaje basal al resto de linajes que se encuentran agrupados en C2 como
como subclados (SC1, SC2 y SC3). De acuerdo al agrupamiento y designacion de clados
de Colletotrichum sp. realizado por Cannon, et al., (2012), C1 agrupd Unicamente a
especies pertenecientes al clado destructivum (especies patdgenas de dicotiledoneas);
mientras que en C2, SC1 agrupo al clado graminicola (especies que infectan

exclusivamente monocotiledoneas gramineas); SC2 agrupé a especies pertenecientes al
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clado orbiculare (especies que infectan dicotiledoneas), donde se incluy6 a C.
lindemuthianum teniendo como secuencias hermanas las correspondientes a C. trifolii C.
spinosum, C. orbiculare y C. sidae, ademés, en SC2 aparece la CBHII de C. cocoides
como una proteina ancestral al clado orbiculare; finalmente, SC3 agrup6 a especies
pertenecientes a los clado acutatum (especies patdogenas de dicotiledoneas) y
gloeosporioides (especies que infectan tanto dicotiledoneas como monocotiledoneas). A
continuacion, para comparar la topologia de los modelos 3D de los linajes de proteinas
detectados en el arbol filogenético, se modelaron dos estructuras 3D de las CBHII
representativas de cada clado segun Cannon, et al., (2012) y se sobrelaparon. En la figura
13, se muestran los modelos 3D de cada linaje en los clados del arbol filogenético, donde

se observa que la topologia de la estructura de la CBHII es muy conservada.
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Figura 12. Filograma de la CBHII de especies de Colletotrichum, polarizado con una CBHII de C.
cinerea como grupo externo. Se indican los valores de soporte de las ramas IB/ML. Clados
conservados se muestran en las cajas de colores con sus respectivos hombres segun Cannon,
et al., (2012). Las llaves con abreviaturas indican los principales linajes, divididos en clados y
subclados.
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Figura 13. Filograma de la CBHII de especies de Colletotrichum con modelos 3D superpuestos,

predichos para cada clado o linaje.
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8. DISCUSION

El andlisis bioinformatico-molecular de las secuencias aisladas a partir del ADN genémico
y las secuencias del ADNc, mostré que corresponden al gen (cbhll) que codifica para la
CBHII en las razas patdgena 1472 y no patdgena 0 de C. lindemuthianum. La region
estructural de cbhll contiene cinco intrones y seis exones y la secuencia es 100% idéntica
entre ambos hongos. El gen con un marco de lectura de 1478 pb, codifica para una
proteina de secrecion de 475 aa con un péptido sefial de 17 aa y proteina madura de 456
aa. La secuencia de la proteina presenta un modulo de unién a carbohidrato entre los
residuos 24-62, la secuencia linker en 63-106 y el dominio catalitico en los residuos 107-
475, donde se identificaron dos residuos (D??* y D7®) del sitio catalitico de acuerdo a lo

reportado para la CBHII de T. reesei (Koivula, et al., 1996; Koivula, et al., 2002).

El modelo 3D de la proteina mostro la topologia B-barril con siete B- laminas con la
topologia del barril TIM modificado caracteristico de la familia GH6 (Rouvinen, et al. 1990;
Liu, et al., 2010; Kubicek, 2013c) y los dos residuos de aspartato del sitio catalitico
posicionados dentro del tanel del barril, altamente similar a la estructura cristalizada de
CBHIl de T. reesei, con la cual presentd 73% de identidad (Rouvinen et al. 1990).
Adicionalmente, el sobrelapamiento de la estructura 3D de la CBHII de C. lindemuthianum
con la proteina cristalizada de T. reesei, mostro alta similitud en el plegamiento y posicion
de los residuos cataliticos, indicando que la estructura de estas proteinas es muy

conservada, incluso entre diferentes especies de hongos filamentosos.

El alineamiento de la secuencia de nucleétidos y aa de la CBHII de C. lindemuthianum
con las secuencias correspondientes en los genomas de especies de Colletotrichum
reportados en bases de datos (NCBI), mostré que se trata de un gen muy conservado
gue no ha sufrido diversificacion (multiples copias). Un analisis preliminar con un arbol de
distancias realizado con secuencias de CBHII de las diferentes especies comparadas en
Blast de NCBI, mostr6 un patron de evolucion parecido a lo encontrado con las especies

de Colletotrichum.

También, mediante el alineamiento clustal se establecié que las CBHII de las especies

del género Colletotrichum contienen dominios muy conservados, incluyendo la secuencia
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del péptido sefial para secrecion. En general en todas las secuencias se identificaron el
modulo de unidén a carbohidrato entre los residuos, la secuencia linker y el dominio
catalitico con los dos residuos de aspartato involucrados en la catélisis; D>y D?** en T.
reesei (Koivula, et al., 2002) y D**? y D?% en C. lindemuthianum (raza 0 y raza 1472).
También, en todas las secuencias se identificé un residuo de tirosina conservado (Y169
en T. reesei) cuya participacion en la configuracion del anillo de glucosa para hacerla mas
susceptible a la reaccion catalitica fue demostrada por mutacion de la enzima en T. reesei

(Koivula, et al., 1996) y que en C. lindemuthianum corresponde al residuo Y18,

El perfil de transcripcion de cbhll de C. lindemuthianum por gPCR, mostré resultados
similares a los observados para genes de xilanasa xyl1l (Conejo-Saucedo, et al., 2016),
pectin lisa 2 pnl2 (Lara-Marquez, et al., 2011), galactanasa ebg (Villa-Rivera, et al.,
2017b), arabinofuranosidasa abfA (Villa-Rivera, 2017), y B-xilosidasa bxyloA (Campos-
Diaz 2019). Se detectaron niveles basarles del transcrito de cbhll en ambas razas
crecidas en glucosa, coincidiendo con el proceso de represion catabodlica por glucosa
(Acosta-Rodriguez, et al., 2005; Lara-Méarquez et al., 2011; Tani, et al., 2014; Conejo-
Saucedo, et al., 2016; Villa-Rivera, et al., 2017b; Villa-Rivera, 2017).

Lo anterior es consistente con el reporte de produccion basal de celulasas en T. reesei,
y C. lindemuthianum 1472 (Carle-Urioste, et al., 1997, Acosta-Rodriguez, et al., 2005).
Por otro lado, se sabe que la expresion de genes de celulasas y xilanasas en T. reeei y
otros hongos, esta regulada negativamente por los factores de transcripcion ACEl y CreA,
y se han encontrado sitios de union al ADN en la regién regulatoria del gen ebg y abfA
de C. lindemuthianum y de la mayoria de los genes ebg y abfA de especies de
Colletotrichum (Aro, et al. 2005; Villa-Rivera, et al. 2017b; Villa-Rivera, 2017). Por lo tanto,
es posible que el gen cbhll esté regulado por ACEI y CreA. También, se ha descrito que
en Aspergillus niger CreA funciona directa o indirectamente con la acumulacién de
secuencias cortas de ARN antisentido en presencia de glucosa desarrollando

condiciones de represion catabolica (Delmas, et al., 2012).

Como comprobacion de la hipotesis de este estudio y de manera similar a lo observado
en los perfiles de expresion de los genes xyll, pnl2, ebg, abfA y bxyloA (Lara-Marquez,
et al., 2011; Conejo-Saucedo, et al. 2016; Villa-Rivera, et al., 2017b; Villa-Rivera, 2017;
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Campos-Diaz, 2019), el gen cbhll mostré6 una expresion diferencial entre las razas
patogena 1472 y la no patégena 0 de C. lindemuthianum. En presencia de celulosa, la
raza patégena 1472, presentd un rapido incremento de mayores niveles de transcripcion
(alas 6 h, 7.8 veces y a los 3 dias, 9 veces), que la raza no patdgena O (a los 3 dias, 2.9
veces). Este resultado sugiere que la celobiosa, producto de degradacion de la CBHII

secretada por los hongos a niveles basales, induce de la expresion de cbhll.

En presencia de paredes celulares de frijol, la raza 1472 present6 el nivel de transcrito
mas alto (a los 7 dias, 12 veces) detectado en el analisis, mientras que la raza 0 se
mantuvo en niveles basales, sugiriendo que los productos de degradacion de la
hemicelulosa fueron mejores inductores de expresion del gen que los de la celulosa.
Estos resultados sugieren que la expresion diferencial de cbhll entre estos hongos de la

misma especie, se debe a la diferencia en su estilo de vida.

En la interaccién planta-patdégeno, una rapida respuesta en la secrecion de enzimas
degradadoras de pared celular garantiza la efectividad del proceso de invasion del tejido
vegetal. Por el contrario, a pesar de que la raza no patdégena presenta los mismos genes
gue la patdgena, no parece requerir de una rapida expresion de genes involucrados en
la degradacién de los polisacaridos de la pared vegetal y en algunos casos tampoco
requiere de altos niveles de actividad enzimatica para obtener sus nutrientes (Pifion-
Escobedo, 2005; Conejo-Saucedo, et al., 2016). Por otro lado, la diferencia en los tiempos
de expresion de cbhll entre ambos hongos se debe a que el producto de degradacion de
la celulosa, celobiosa, induce la rapida expresion del gen, en contraste, la degradacion
de la celulosa inmersa en el sustrato complejo que es la pared celular vegetal de frijol,
implica la degradacion del resto de polisacaridos como la pectina y hemicelulosa, para

poder acceder a la celulosa (Lynd, et al., 2002; Horn, et al. 2012).

Se ha encontrado que los productos de degradacion de enzimas que degradan
componentes de la pared celular mas externos o mas expuestos, activan la transcripcion
de otros genes de enzimas que degradan componentes de la pared celular mas internos
(Gutiérrez-Rojas, 2015). Por ejemplo, para A. niger se ha reportado que los productos de
degradacion de la hemicelulosa como D-xilosa y L-arabinosa inducen la produccion de

algunas xilanasas y celulasas (Gutiérrez-Rojas, 2015; Khosravi, et al., 2019). De acuerdo
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a un estudio transcriptomico y de expresion por qPCR realizado en cepas mutantes de
A. niger (AXInR y AXkiA), los genes de celobiohidrolasa cbhA y cbhB, estan poco
expresados en los puntos temprano y tardios de crecimiento en cascaras de soya, sin
embargo en puntos tardios los mismos genes son sobreexpresados en mutantes AXKIA,
este estudio sugiere que XkiA que codifica para una xiluloquinasa regula a XInR pues su
mutante permite la acumulaciéon de monosacaridos como D-xilosa y L-arabinosa,
activadores de XInR (Khosravi, et al., 2019).Considerando que el andlisis de la region
regulatoria de los genes ebg y abfA de C. lindemuthianum y de otras especies de
Colletotrichum, revelo sitios de unién para los reguladores positivos Xinr y Gal4 de la
expresion de genes de enzimas celuloliticas y xilanoliticas (Villa-Rivera et al. 2017b; Villa-
Rivera, 2017), es posible que los genes de cbhil también presenten sitios de union para
estos reguladores.

En el andlisis filogenético, el arbol consenso mostrd probable monofilia para el género
Colletotrichum, y aungque se presenta una politomia suave de los clados principales con
la secuencia de C. chlorophyti, esto puede sugerir una falta de datos Unicamente (Hoelzer
& Melnick, 1994). En general, las secuencias se agruparon en dos linajes principales, que
considerando que se trata de proteinas muy conservadas, se esperaria que sus genes
sean ortélogos, mostrando una topologia de monofilia para el género. A pesar de la
politomia ya mencionada, el analisis filogenético corrobordé que los genes cbhll de
Colletotrichum no presentan duplicaciones, indicando que son secuencias altamente
conservadas. Adicionalmente, los clados o linajes de CBHII de las especies analizadas,
coincidieron con los clados taxondémicos descritos por Cannon, et al. (2012), que se
relacionan con el tipo de hospederos (dicotiledoneas o monocotiledoneas) a los cuales

infectan las especies patdgenas de Colletotrichum.

Un patrén similar se ha observado para pectin liasa 2 (Lara-Marquez, et al., 2017),
xilanasa (Conejo-Saucedo, et al., 2017), endo-B-(1,6)-D-galactanasa (Villa-Rivera, et al.
2017b) y a-L-arabinofuranosidasa (Villa-Rivera, 2017), sugiriendo la importancia que
tiene la composicion y estructura de la pared celular de las plantas hospederas en la
evolucion de las enzimas de los hongos patdgenos para el proceso de degradacion.

Finalmente, la exploracion del modelaje 3D de proteinas representativas de cada linaje
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detectado en el arbol filogenético, revel6 alta conservacion en el plegamiento y estructura

de las proteinas, sugiriendo una fuerte seleccion sobre los genes de estas proteinas.
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9. CONCLUSIONES

Las razas patdgena 1472 y no patdégena O de C. lindemuthianum, presentan un gen (cbhll) de
celobiohidrolasa 1, 100% idéntico en su region estructural.

Las especies del género Colletotrichum analizadas presentan un solo gen de celobiohidrolasa

Il putativa

Las CBHII de las especies del género Colletotrichum contienen dominios muy conservados:
péptido sefial para secrecion, el moédulo de unién a carbohidrato entre los residuos, la secuencia
linker, el dominio catalitico con los dos residuos de aspartato, involucrados en la catdlisis y un
residuo de tirosina que participa en la configuracién del anillo de glucosa para hacerla mas
susceptible a la reaccion catalitica.

La estructura 3D de la CBHII de C. lindemuthianum, mostré la topologia B-barril con siete B-

laminas, congruente con la topologia del barril TIM modificado caracteristico de la familia GH6.

El sobrelapamiento de la estructura 3D de CBHII de C. lindemuthianum y la proteina cristalizada
de T. reesei, mostré una alta similitud en el plegamiento y la posicion de los dos residuos D%

y D5 en el sitio catalitico dentro del tunel del barril.

Las razas patégena 1472 y no patégena O de C. lindemuthianun presentan un perfil de
transcripcion de cbhll basal en cultivo con glucosa, congruente con represion catabdlica.

Las razas patdgena 1472 y no patdgena O de C. lindemuthianun presentan un perfil de

transcripcion de cbhll diferencial, en cultivo con celulosa y pared celular vegetal de P. vulgaris.

La raza patégena muestra elevada transcripcion de cbhll, mientras que en la raza no patégena
se observan niveles bajos (celulosa), o basales (pared celular). Es decir, presentan una

expresion diferencial del gen.

El andlisis filogenético de CBHII de especies del género Colletotrichum, mostré la presencia de

tres clados o linajes sin eventos de duplicacién genética.

La estructura 3D entre los linajes de CBHII de especies de Colletotrichum es altamente

conservada.
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