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ABREVIATURAS

A adenina
Alanina Ala/ A
Arginina Arg/ R
Asparagina Asn/N
Aspartato  Asp/ P

C citosina

Cisteina Cys/ C

DMSO dimetilsulfoxido

EDTA acido etilen-diamino-tetraacético
ENDOPG endopoligalacturonasa

EXOPG exopoligalacturonasa

Fenilalanina Phe /F

FOL Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
FORL Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici
G guanina

Glicina Gly/ G

Glutamico Glu/ E
Glutamina GIn/ Q
Histidina His/ H
Isoleucina lle/ |

LB bacto-triptona +extracto de bactolevadura+cloruro sédico
LBA LB+ ampicilina

Leucina Leu/L

Lisina Lys/ K

Mb megabases

Meteonina Met/ M

N AITICIG

Pb pares de bases.

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

PDA patata dextrosa agar

PG poligalacturonasa

PGIP proteina inhibidoras de poligalacturonasas

pl punto isoeléctrico

Prolina Pro/ P

PuoR purina

PyoY pirimidina

RAPDs polimorfismos de DNAs amplificados al azar

RFLPs polimorfismos en longitudes de fragmentos de restriccion
RNAsa ribonucleasa

RT-PCR transcripcion inversa -Reaccion en cadena de la polimerasa
SDS dodecil-sulfato sodico

Serina Ser/ S

T timina

TAE tris acético EDTA



Tirosina
Treonina
Triptéfano
Ufp
Valina
YNB

Tyr/lY

Thr/ T

Trp/ W

unidades formadoras de placas
Vall V

yeast nitrogen base
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Introduccion.

El género Fusarium.

La importancia de los hongos filamentosos en multitud de procesos ha
hecho que en los ultimos 100 afios su estudio haya crecido de una forma
exponencial. En el ecosistema, son una parte fundamental de la cadena trofica
y muchos de ellos producen enfermedades tanto en plantas de interés
econdmico causando pérdidas de billones de ddlares cada aino (Carlile, et al.,
2001), como en el hombre y en especies animales. Por otro lado, el hombre se
ha aprovechado a lo largo de la historia de su potencial como productores de
sustancias de interés, como antibiéticos y productos utiles para la alimentacion.
Ademas, debido a sus cortos ciclos de vida han sido utilizados con frecuencia

como organismos experimentales.

Dentro de los hongos filamentosos el género Fusarium es, sin duda, uno
de los mas importantes. Fue definido por primera vez en la moderna
terminologia de sistema cientifico por Link (1809), aunque existian datos desde
el siglo XVI basados en las descripciones de los Aztecas de la podredumbre
que produce en el maiz una de las especies del género. Los primeros estudios
sobre los problemas producidos por Fusarium comienzan con una investigacion
llevada a cabo por Martius (1842) a mediados del XIX, en los que fue
establecido como el agente causal de la podredumbre en patatas
almacenadas. Sin embargo, no fue hasta finales del siglo XIX cuando se
descubrié su importancia como causante de enfermedades en plantas y
productor de toxinas. Los primeros estudios demostrando la patogenicidad de

Fusarium en plantas vivas se publicaron entre 1892 y 1899 (Booth, 1984).

La clasificacion realizada por Link utilizd como principal criterio la forma
de los conidios, a los que describié como fusiformes e hialinos. Posteriormente,
Fries (1821) revisé el concepto incluyéndolo en el orden Tuberculariaceae.
Durante todo el siglo XX muchos autores han intentado establecer un buen
criterio para definir el género. Booth en 1982 establece que lo unico que se
puede decir a este nivel es que Fusarium es basicamente un género con

esporas asexuales hialinas, septadas y cuya célula basal lleva una
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caracteristica estructura de “tacon”. En los afos ochenta Gerlach y Nirenberg
(1982) y Nelson et al. (1983) combinando aspectos de anteriores trabajos
desarrollan sistemas taxonémicos basados en caracteristicas morfoldgicas, que
permiten distinguir entre especies de una forma razonablemente segura (Figura
[.1). El sistema de Nelson ha sido ampliamente utilizado fundamentalmente
debido a su facilidad de manejo, en él propone la existencia de doce secciones

que agrupan todas las especies del género.

Figura I.1: a) Clamidospora y b) conidios de Fusarium spp.

En los ultimos afios, con el desarrollo de las técnicas de genética
molecular se ha comprobado que existe una gran heterogenidad entre especies
del género (Seifert y Gams, 2001). Tradicionalmente, para la identificacion de
las distintas especies, se habian utilizado tanto las diferencias en la forma de
los macroconidios como otros caracteres morfologicos. Desgraciadamente
tanto en el caso de Fusarium como en otras especies de hongos filamentosos
el numero de caracteres morfolégicos con valor taxondmico son pocos,
facilmente malinterprétales y ademas estan sujetos a cambios en funcion de
condiciones ambientales (Leslie, et al., 2001). Tal vez sea debido a esto que la
taxonomia de Fusarium haya sufrido numerosos cambios a lo largo de estos

ultimos 100 afnos.

Otro factor importante en la clasificacion de hongos filamentosos es la
reproduccion. Los hongos con formas anamorficas, conocidos también como

Deuteromicetos u hongos imperfectos en los que se han incluido las formas
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asexuales de muchas especies de hongos filamentosos, se clasifican en base a
su morfologia asexual aunque se les conozca forma teleomorfica (sexual)
(Carlile, et al., 2001), hecho que solo ocurre para el 5 % de las especies
anamorficas descritas (Seifert y Gams, 2001). Dentro del género Fusarium
existen especies que presentan formas con reproduccion sexual, como F.
solani, y otras, como F. oxysporum, en las que no se conoce fase sexual. Este
hecho complica la clasificacidén, ya que, tradicionalmente las formas sexuales
de una especie se han incluido en un grupo diferente y con un nombre distinto
de las que presentan las formas sin reproduccion sexual. Especies del género
Fusarium, situado dentro de los hongos anamorficos, se corresponden a las
formas sexuales del orden Hipocreales. Este orden se situa dentro de los
Pirenomicetos, un grupo descriptivo mas que un término taxondémico real
aunque la mayoria de los hongos pertenecientes a este grupo formen
probablemente un grupo monofilético (Samuels y Blackwell, 2001). Los
principales géneros en los que se agrupan las formas teleomoérficas de

Fusarium son Gibberella, y algunos géneros segregados de Nectria.

A pesar de la ausencia de reproduccion sexual en parte de las especies
del género Fusarium, en algunas especies asexuales como F. oxysporum si
han sido descritos fendmenos de intercambio genético como la heterocariosis y
la parasexualidad (Burnett, 1984). La heterocariosis es un fenédmeno por el cual
los hongos haploides, como es el caso de Fusarium, pueden obtener los
beneficios de la diploidia y se produce si tras la fusion de las hifas los nucleos
no llegan a fusionarse y se mantienen por un periodo indefinido de tiempo, se
habla entonces de heterocariontes vegetativos. Dos cepas capaces de formar
un heterocarionte vegetativo, pertenecen a un mismo grupo de compatibilidad
vegetativa (VCG), ésta en Fusarium esta gobernada por al menos diez loci
denominados vic. La presencia de los mismos alelos en cada uno de estos loci
permite la formacion heterocarionte estable, en el caso de una fusidn
incompatible, se produciria la muerte de la célula (Leslie, 1993). No habria que
descartar, no obstante, que en los heterocariontes vegetativos se produzcan
fendbmenos de intercambio genético, recientemente se ha observado que

mediante la fusidn de protoplastos de dos cepas del anamorfo F. oxysporum se
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producian reorganizaciones cromosémicas y recombinacion entre el material

genético de los parentales (Teunissen, et al., 2002).

En las especies con reproduccién sexual se produce la fusidon de los
nucleos generando un nucleo diploide que entrara en meiosis. Las bases
genéticas de los mecanismos que controlan los fendmenos de reproduccién
sexual en los ascomicetos filamentosos han sido esclarecidas en los ultimos
afos. Los productos de los genes denominados mating-type son los
encargados de regular la reproduccion sexual, su modo de accion exacto aun
no se conoce pero dada la presencia de dominios de unién al DNA en las
proteinas codificadas por ellos podrian ser factores de transcripcion (Coppin, et
al., 1997). Estos genes determinan la habilidad de dos cepas para fusionar sus
nucleos y formar una célula diploide (Nelson, 1996). En la mayoria de los
ascomicetos los mating-type estan determinados por dos unicos alelos de un
solo locus, ademas presentan un baja similitud en su secuencia y a diferencia
de las levaduras, no existen copias adicionales de estas secuencias fuera del
locus (Coppin, et al.,, 1997). Estudios recientes demuestran que los genes
mating-type estan presentes en las formas asexuales del complejo
Fusarium/Gibberella, su estructura es idéntica a la presente en los aislamientos
sexuales y se ha observado que, al igual que en éstas, estos genes se

expresan (Yun, et al., 2000).

En los ultimos anos las técnicas de analisis de DNA han permitido
abordar desde un nuevo punto de vista el problema de la variabilidad de las
especies de hongos filamentosos. Gracias a estas técnicas se han ido
aportando nuevos datos que han contribuido, en muchos casos, a revisar la
clasificacion de las distintas especies. En Fusarium con el fin de determinar la
variabilidad genética entre especies, asi como, para identificar determinadas
cepas patégenas, se han empleado marcadores moleculares como RAPDs
(Voigt, et al., 1995) o se han realizado analisis de las regiones intergénicas
espaciadoras del rRNA mediante RFLPs (Mirete, et al., 2003), o bien, mediante
la comparacion de las secuencias de nuclettidos (Guadet, et al., 1989).

Recientemente han aparecido trabajos utilizando otras técnicas para identificar
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cepas patdgenas en los que se utilizan arrays de DNA (Lievens, et al., 2003) o

marcadores no moleculares como las isoenzimas (Laday y Szecsi, 2002).

Por otro lado, el desarrollo de estas técnicas también ha permitido el
estudio de varios aspectos genéticos dentro de este género. Gracias a la
electroforesis en campo pulsado ha sido posible determinar el numero de
cromosomas que presentan las especies del género Fusarium. Se ha
observado que existe variabilidad tanto en el numero como en el tamafo de los
cromosomas entre distintas especies. Migheli et al. (1993) estipularon un
numero de cromosomas entre 7 y 11 para distintas especies del género, con un
tamano entre 0,6 y 6,7 Mb. Fekete et al. (1993) utilizando la misma técnica
estimaron el tamafo del genoma de Fusarium entre 27 y 29,9 Mb. Un estudio
reciente de distintas formas especiales de F. solani revela la presencia de entre
5y 12 cromosomas de entre 0,6 y 5,7 Mb siendo el patron de cromosomas
similar entre cepas de las mismas formas especiales (Suga, et al., 2002).

Se han obtenido también los mapas genéticos de dos especies
diferentes de Fusarium. Combinando el cruzamiento de cepas mutantes y
marcadores moleculares, Jurgenson, et al. (2002a) han obtenido un mapa
genético de F. graminearum. Asimismo, han completado (Jurgenson, et al.,
2002b) mediante AFLPs el mapa genético de F. verticillioides. La existencia de
estos mapas facilitara la caracterizacion de nuevos genes de interés, ademas
de proporcionar una herramienta esencial para realizar estudios de

poblaciones.

Como complemento al mapa genético de F. graminearum recientemente
se ha completado la secuenciacion del 90 % del genoma de esta especie,
quedando al margen las secuencias altamente repetidas y los genes
ribosémicos (GenBank Acces. AACM00000000). La iniciativa llevada a cabo
por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), se ha
realizado mediante la técnica de Shotgun y el programa Arachne (Jaffe, et al.,

2003) (http://www-genome.wi.mit.edu/annotation/fungi/fusarium/index.html).

Este proyecto ha permitido realizar una estimacion del tamafo del genoma de
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la especie en 40 Mb ademas de proporcionar una herramienta muy util para la

deteccion y caracterizacion de nuevos genes.

Otro fendbmeno que ha sido descrito en Fusarium gracias al avance de
las técnicas de biologia molecular y que, tal vez, tenga una gran importancia en
la evolucion del género, es la presencia de transposones. Los transposones se
encuentran en casi todos los organismos, pero su presencia en hongos
filamentosos habia sido considerada extrafia a pesar de que se habia
observado su abundancia en patégenos de plantas. En F. oxysporum se ha
detectado la existencia de transposones pertenecientes a ocho familias de
elementos moviles (Hua-Van, et al., 2000). En cepas de Fusarium en las que
habian ocurrido fendmenos de transposicion se observd una gran variabilidad
en los patrones de cariotipos, existiendo una correlacion entre el elevado
polimorfismo de los cromosomas y la concentracién de elementos moviles
(Daviere, et al., 2001). Asimismo, se ha comprobado su relacion con cambios
en la expresion de algunos genes como en el caso del gen niaD cuya expresion
se ve afectada por la transposicién de Fotl, uno de los elementos méviles mas
comunes de Fusarium, que mediante su insercion genera transcritos truncados
(Deschamps, et al., 1999). Este fendmeno proporciona una nuevo mecanismo
por el cual la expresion de genes en los hongos podria estar controlada.
También se ha observado que los transposones de Fusarium pueden ser

activos en genomas de hongos diferentes (de Queiroz y Daboussi, 2003).

Estos estudios resultan muy interesantes para el desarrollo de
herramientas que permitan utilizar los transposones para detectar y clonar
nuevos genes. La utilizacion de transposones ha permitido la obtencion de un
mapa mitotico de ligamiento de F. oxysporum. Dado el caracter asexual de la
especie, el mapa se ha realizado en una poblacion parasexual producto de
fusiones de protoplastos. La utilizacion de AFLPs y de secuencias del
transposon Foxy (Mes, et al., 2000a), muy abundante en el genoma de F.
oxysporum y altamente variable en su localizacion, permitieron realizar un

mapa de ligamiento (Teunissen, et al., 2003).
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La transformacion de las células fungicas con DNA exdgeno es también
una técnica de gran utilidad para realizar estudios genéticos. En general se han
desarrollado sistemas de transformacién para la mayoria de los grupos de
hongos filamentosos. Los primeros intentos de transformacion fueron en S.
cerevisiae, desarrollando un sistema en el que era necesario la preparaciéon de
protoplastos (Fincham, 1989). Posteriormente, esta técnica se aplicé a
numerosos grupos de hongos filamentosos. Actualmente se han desarrollado
otras técnicas para la transformacién de hongos filamentosos como la
electroporacion, la transformacion biolistica (Ruiz-Diez, 2002) y Ila
transformacion por medio de Agrobacterium tumefaciens (de Groot, et al.,
1998). A diferencia de lo que ocurre en S. cerevisiae en donde existen
secuencias autonomas replicativas (Broach, et al., 1983) que permiten la
construccién de vectores que permanecen fuera del genoma, en los hongos
filamentosos, generalmente, el DNA introducido se tiene que integrar en el
genoma para conseguir transformantes estables. La mayor parte de las
integraciones son en regiones no homaologas (Ruiz-Diez, 2002) lo que dificulta

el uso de la técnica para estudios de interrupcion de genes.

En Fusarium existen referencias de transformacion mediante la
formacién de protoplastos utilizando distintos tipos de marcadores tanto
auxotréficos (Malardier, et al., 1989) como de resistencia a drogas (Kistler y
Benny, 1988). Se ha descrito la existencia de plasmidos lineares
autorreplicativos en F. oxysporum al producirse una reorganizacién entre un
vector introducido con secuencias propias del genoma del hongo que tenian
elementos teloméricos y autorreplicativos (Powell y Kistler, 1990). Este
fendbmeno ha sido utilizado para obtener vectores que incrementen la eficacia
de la transformacion en F. oxysporum (Garcia-Pedrajas y Roncero, 1996). A
pesar de que se ha mejorado la eficacia en la transformacion de Fusarium
mediante protoplastos, este sistema puede resultar muy laborioso y sin
garantia de éxito. Se ha visto que la utilizacion de A. tumefaciens para la
transformacion de hongos es 600 veces mas eficaz que los métodos
tradicionales (de Groot, et al., 1998). Estudios recientes demuestran que en
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Fusarium la transformacion por medio de A. tumefaciens resulta eficaz y
estable (Covert, et al., 2001).

Como hemos visto, en los ultimos tiempos se han desarrollado niumeros
trabajos que abordan el estudio del género Fusarium desde un punto de vista
genético. Este interés por las especies de este género es debido a la
importancia que tienen para el hombre, en parte debido a su distribucion
cosmopolita y la capacidad de muchas de ellas de producir enfermedades en
especies vegetales. Representantes del género se han encontrado en la
mayoria de las regiones geograficas, incluso en el desierto (Katan, 1971).
Aunque existen especies que pueden tener una distribucion cosmopolita,
también existen otras especies, cuya distribucion esta limitada a uno o pocos

cultivos, climas o zonas ecoldgicas (Leslie, et al., 2001).

Fusarium agrupa especies que, generalmente, se encuentran en los
suelos obteniendo los nutrientes del material organico y de las raices de las
plantas. El aporte de nutrientes al suelo suele desaparecer rapidamente debido
a la presencia de numerosos microorganismos, por lo que, la mayoria de los
hongos permanecen en estado durmiente mediante la formacion de estructuras
de resistencia. En el caso de Fusarium, algunas de sus especies forman
clamidosporas, estructuras de resistencia que sélo en presencia de restos
vegetales o raices germinan (Price, 1984). Las clamidosporas pueden
sobrevivir durante tiempos largos en condiciones poco favorables para el

crecimiento del micelio.

De entre todas las especies de Fusarium mas de la mitad son parasitos
de plantas aunque existe una gran variabilidad en las formas de vida. Booth
(1971) clasific6 43 especies de Fusarium dentro de varios grupos: patdégenos
de plantas (incluyendo los micoparasitos), patégenos de insectos y saprofitos.

Por supuesto, existen algunas especies que se podrian situar en mas de un

grupo.
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La importancia que tiene este género para el hombre, no sélo se debe a
la presencia de muchos fitopatdégenos, sino también, a que son la causa de
problemas de podredumbre en productos de origen vegetal almacenados, a su
condicién de patégenos para el hombre y animales y, a su interés como

productores tanto de toxinas como de metabolitos utiles para el hombre.

Aunque las infecciones en invertebrados son las mas importantes
producidas por Fusarium en animales, se han descrito micosis en diversos
grupos de vertebrados como reptiles, anfibios, y mamiferos. Con respecto a las
especies de Fusarium como agentes causantes de enfermedad en el hombre
habria que decir que la mayoria de su actividad patogénica se debe a la
produccion de micotoxinas, ya que, no juegan un papel muy importante en las
micosis humanas. Aun asi, existen especies de Fusarium capaces de producir
infecciones en el hombre en la piel y en el tejido ocular provocando graves
efectos en la vision (Austwick, 1984) siendo su incidencia mayor en pacientes

inmunodeprimidos.

Las toxinas, producidas por la mayoria de las especies del género
(Bilgrami y Choudhary, 1998) son metabolitos secundarios que presentan una
gran variabilidad en su estructura quimica. Durante las tres ultimas décadas se
ha desarrollado una intensa investigacion sobre ellas, especialmente en las
producidas por Fusarium, ya que, la contaminacién de alimentos de la dieta
tanto humana como animal ha generado grandes pérdidas econdmicas
(Conkova, et al., 2003; Wolf-Hall y Schwarz, 2002) ademas de producir efectos
negativos para la salud cronicos y agudos. Se ha demostrado una correlacion
entre la ingestion de alimentos contaminados con fumonisinas, uno de los mas
importantes grupos de toxinas producidos por Fusarium, y la aparicion de
canceres de eséfago en poblaciones de Africa (Turner, et al., 1999). Por ello,
en los ultimos tiempos se ha producido un aumento del control de los niveles
de toxinas permitidos en los alimentos basicos, siendo evaluados por el Comité
Mundial de la Salud y la FAO (FAO/WHO, 2001).

10
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A pesar de que, como hemos visto, las especies del género son causa
de numerosos problemas también han despertado interés debido al
aprovechamiento por parte del hombre de determinados metabolitos. Existen
proteinas producidas por especies del género Fusarium que son consumidas
en diversos paises de la comunidad economica europea. Tal es el caso de la
micoproteina, nombre genérico para el producto alimenticio resultado de un
proceso de fermentacion continua de F. venenatum (Wiebe, 2002; Moore y
Chiu, 2001).

La importancia de Fusarium como patdgeno de plantas se ha puesto de
manifiesto, debido a la dificultad a la hora de controlar las enfermedades que
produce. Estos patégenos vegetales se pueden dividir en tres grupos en
funcion del tipo de enfermedad que producen. Un primer grupo, cuyo
representante principal es F. oxysporum, y cuyos integrantes provocan
marchitamiento vascular en el huésped. En segundo lugar, estarian las
podredumbres de raiz causadas principalmente por F. solani y por ultimo las
especies que provocan enfermedades en plantas gramineas (F. moniliforme, F.

graminearum, F. avenaceum y F. culmorum ) (Price, 1984).

Debido a la severidad de las enfermedades producidas por Fusarium los
métodos de control disponibles han demostrado ser ineficaces o dificiles de
aplicar. Muchos fungicidas habian dado resultados positivos en cultivos in vitro
sin embargo resultaron ineficaces cuando se aplicaron en el campo. Se
probaron otros métodos de control bioldgico desarrollados a partir del
descubrimiento de la existencia de suelos supresores de las vasculariosis
producidas por Fusarium. Se pudo comprobar la existencia en esos suelos de
cepas no patogénicas de F.oxysporum y cepas de Pseudomonas fluorescens
cuya presencia e interaccion producia el efecto supresor (Alabouvette, et al.,
1998). La eficacia de un control biolégico de este tipo esta condicionada por la
densidad de la poblacion del microorganismo antagonico y ademas depende de
las cepas, ya que no todas tienen la misma eficacia. Lemanceau y Alabouvette
observaron que soélo el 10% de las cepas de P. fluorescens eran capaces de

11
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mejorar el control biolégico producido por una cepa de Fusarium no patogénica
(Alabouvette, et al., 1998).

De todos los métodos de control de las fusariosis, el que mejor resultado
ha producido ha sido el desarrollo de cultivares resistentes a nuevas cepas de
Fusarium. Un mejor entendimiento de los fendbmenos de interaccion entre el
huésped y el patdbgeno ayudaria, sin duda, a la producciéon de nuevos cultivares

resistentes.

Dentro de todas las especies del género, F. oxysporum ha sido objeto de
numerosos estudios debido a su habilidad de producir enfermedades en

muchas plantas de interés comercial.

Fusarium oxysporum.

Fusarium oxysporum Schlecht. es un hongo de reproduccion asexual,
haploide y con distribucion cosmopolita, cuyos aislamientos se encuentran en
suelos desde el desierto de Sonora hasta las selvas tropicales, tundra, bosques
(Kistler, 2001), y en la mayoria de los suelos utilizados para la agricultura.
Agrupa tanto aislamientos no patogénicos como patogénicos (Gordon y
Okamoto, 1992) y sus aislamientos han sido clasificados dentro de la seccién

Elegans de las doce descritas por Nelson et al. (1983).

Sus formas patdégenas se han estudiado durante mas de cien anos vy
parasitan alrededor de 100 especies de plantas incluyendo gimnospermas y
angiospermas (Armstrong y Armstrong, 1981), aunque cada aislamiento
patogeno tiene un rango de especies huésped bastante estrecho.
Tradicionalmente se han utilizados criterios morfolégicos tales como la forma
de los macroconidios, la estructura del microconidioforo y la formacion y
disposicion de las clamidosporas para definir esta especie. Aunque estos
criterios hayan servido para definir la especie existe una gran variacion tanto
morfolégica como fisioldgica dentro de F. oxysporum, y es probable que la

reciente acumulacion de datos proporcionados por estudios moleculares

12
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provocaran una revision en la taxonomia de la especie (Gordon y Martyn,
1997).

Fusarium oxysporum tiene un ciclo de vida complejo que podria dividirse
en dos fases, una como parasito dentro de su huésped especifico y otra de
crecimiento saprofito (Figura 1.2).

Induccion de sintomas ¢ Colonizacion y respuesta ¢ Colonizacion y respuesta
dentro del sistema vascular fuera del sistema vascular

Colonizacién

del hospedador

moribundo .
Parasitismo

L Infeccion Infeccion

Formacion  de

. In6culo
clamidosporas Saprofitismo

Subciclo en

plantas no
L hospedadoras
Subciclo oen
M uerte del hospedador . sobre r condiciones
liberacion de clamidosporas Lisis detritus Lisis limitantes
hifas organico hifas
| —N —N\

Figura 1.2: Ciclo de vida de Fusarium oxysporum (Beckman, 1987).

La fase saprofita empieza cuando los tejidos infectados de la planta
comienzan a morir. El hongo produce clamidosporas cuando los niveles de
carbohidratos disminuyen en el tejido moribundo y son liberadas al suelo junto
a restos de hifas cuando la planta muere (Beckman, 1987). Estas estructuras
de resistencia sobreviven en forma durmiente durante largos periodos de
tiempo ya que, su capacidad para perdurar en el suelo en condiciones

desfavorables para el crecimiento del micelio es alta (Price, 1984).

Si las condiciones fuesen favorables para el hongo, pueden germinar y
el hongo comenzara su fase de vida saprofita. La germinacion de las
clamidosporas, que se produce en presencia de restos vegetales o un huésped
apropiado, puede ser un proceso rapido. Ademas, las clamidosporas

germinadas son capaces de producir nuevas clamidosporas con reservas
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frescas lo que permite la persistencia en el suelo del patdgeno. Este hecho
dificulta la tarea de erradicar la enfermedad de los cultivos, por lo que, resulta
de gran importancia el desarrollo de tratamientos y técnicas agricolas para

minimizar la presencia de inéculos en el suelo.

Como hemos dicho cuando las clamidosporas germinan sobre residuos
vegetales presentes en el suelo se produce el desarrollo de la fase saprofita del
hongo. Igualmente, ante la proximidad de raices el estado de dormancia de las
clamidosporas es interrumpido y el hongo colonizara la planta pudiendo
producir la infeccion del huésped y entrar en la fase parasita, o bien, si el

huésped no es el apropiado continuar como saprofito.

F. oxysporum es un colonizador agresivo y competitivo en comparacion
con otras especies de hongos filamentosos (Beckman, 1987), es capaz de
penetrar en el tejido cortical externo de la raiz a través de las puntas de las
raices o de heridas. En esta primera fase se determinara el éxito o fracaso del
patdogeno para entrar en el sistema vascular. Las cepas no patogénicas son
capaces de colonizar la raiz pero no desencadenan la enfermedad debido a
que son incapaces de penetrar en el sistema vascular de la planta, debido a
una eficaz combinacion de interacciones celulares, refuerzo de determinadas
estructuras del tejido de la planta y las respuestas de defensa de la planta
(Beckman, 1987). Esto ultimo ocurre cuando el hongo penetra dentro de un
huésped no especifico, en donde permanecera y formara nuevas

clamidosporas, aumentando su capacidad de persistencia en los suelos.

Cuando penetra en una planta susceptible se desencadena la segunda
fase del ciclo de vida parasita. El hongo invade el tejido xilematico y se
extiende rapidamente mediante el crecimiento de las hifas y la produccion de
esporas, ya que, éstas pueden ser arrastradas a través los vasos de la planta

con mayor facilidad.

La fase tercera de la enfermedad se produce cuando comienzan la

aparicion de sintomas de la planta. Existe controversia acerca de los
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mecanismos que desencadenan la aparicion de los sintomas, ya que, pueden
deberse a la obstruccion del sistema vascular de la planta, o bien, a la
produccion de toxinas (MacHardy y Beckman, 1981). Ademas numerosos
factores ambientales tales como, la temperatura, la luz, la aireacién y humedad
del suelo, la presencia de calcio y nitrogeno, el pH y la microflora presente en el

suelo seran determinantes para que se desencadene la enfermedad.

Un problema importante a la hora de estudiar la biologia de un patégeno
como F. oxysporum es la dificultad de definir qué es una poblacion al no existir
criterios morfolégicos que permitan la diferenciacion a nivel intraespecifico.
Para intentar ordenar y explicar toda esta variabilidad se utilizan los conceptos
de formas especiales, razas patogénicas y grupos de compatibilidad vegetativa
(VCG).

Las formas especiales (f.sp) (Deighton, et al., 1962), son cepas
morfolégicamente indistinguibles que se caracterizan por su adaptacién a
diferentes hospedadores. Serian, por lo tanto, un conjunto de cepas que atacan
a una especie vegetal o a lo sumo a varias especies de un mismo género
Aunque también este concepto se usa para definir cepas que producen una
patologia diferente aunque parasiten a la misma especie vegetal. Esta
definicién se refiere fundamentalmente a capacidades fisiolégicas del hongo y
no tiene un valor taxondmico pero tradicionalmente ha sido un concepto util

para los fitopatélogos (Gordon y Martyn, 1997).

La nomenclatura utilizada para designar a las formas especiales, un
trinomio en latin, con el nombre de las especie seguido de una referencia al
huésped al que parasitan ha llevado a muchos investigadores a pensar que
representan un grupo monofilético natural. Datos recientes demuestran que
dentro de algunas formas especiales de Fusarium oxysporum (F.oxysporum
f.sp. melonis, F. oxysporum f.sp lycopersici y F. oxysporum f.sp radicis-
lycopersici) existen aislamientos de origenes independientes (Kistler, 2001).
Por lo tanto la asociacion de determinadas cepas con un hospedador no

implica necesariamente una divergencia de caracter monofilético.
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Dentro de F. oxysporum han sido descritas mas de 70 formas especiales
(Armstrong y Armstrong, 1981) cada una de las cuales, la mayoria de las
veces, presentan un rango de hospedadores restringido a unas pocas especies
de un mismo género. Pero algunas de las formas especiales como F.
oxysporum f.sp radicis lycopersici pueden causar enfermedades en otras

familias de plantas ademas de en las plantas de tomate (Menzies, et al., 1990).

Las variaciones en la virulencia de distintas cepas dentro de cada forma
especial ha sido definida mediante el concepto de razas patogénicas. Las
distintas razas interactuan de forma diferencial con los genotipos del huésped,
estando esta interaccién determinada por uno o mas genes de resistencia
presentes en los distintos cultivares (Gordon y Martyn, 1997). La teoria de Flor
(Flor, 1956) gen por gen, propone la presencia del mismo numero de genes de
virulencia en el hongo que de resistencia en el hospedador cuya interaccion
determinaria la resistencia de determinados cultivares a determinadas razas.
Esta definicién de raza como la correlacion entre un aislamiento del hongo y el
genotipo especifico de un determinado cultivar no siempre es valida y existen
ejemplos de razas que se refieren a aislamientos que, dentro de una misma
forma especial, atacan a diferentes especies de plantas (Kistler, 1997). A pesar
de las excepciones el uso general del término es la de especificidad a nivel de
cultivar. Se sabe poco acerca de como se originan las distintas razas de F.
oxysporum en nuevas localizaciones, pudiendo tener un origen independiente o
por el contrario haber sido transportadas gracias al comercio y a la agricultura
global (Gordon y Okamoto, 1992).

El ultimo concepto hace referencia a la variabilidad genética que existe
entre los distintos aislamientos de una misma especie. Los grupos de
compatibilidad vegetativa (VCG) son un test objetivo para determinar la
similitud genética entre dos aislamientos, ya que, en algunos ascomicetos se
ha caracterizado bien el sistema y se ha comprobado que este tipo de
compatibilidad es el resultado de la interaccion de alelos distintos situados en
diversos loci (Kistler, 1997).
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Estudios con marcadores moleculares han demostrado que los
aislamientos pertenecientes a un mismo VCG suelen ser mas similares que
aislamientos pertenecientes a distintos grupos (Leslie, 1993). A pesar de que
existen excepciones a esta regla se suele asumir que las cepas dentro de un
mismo VCG se relacionan genéticamente aunque no exista una correlacion
entre VCG, formas especiales y razas. Generalmente las formas especiales
agrupan aislamientos que pueden ser incluidos en distintos VCGs y lo mismo
ocurre con las distintas razas de una misma forma especial, como ocurre con
los aislamientos de la raza 1 de F. oxysporum f.sp lycopersici (Mes, et al.,
1999a).

De entre todas las formas especiales de F. oxysporum existen dos de
gran importancia cuyos aislamientos son patdgenos de las especies del género
Lycopersicon y que causan grandes perdidas econdmicas. A continuacion
pasaremos a detallar las distintas patologias que provocan estas dos formas

especiales en el tomate.

Las fusariosis del tomate.

F. oxysporum f.sp. lycopersici (FOL) produce marchitamiento vascular en
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum). En 1895 fue descrita por Massee
(Massee, 1895) y ha sido descrita en al menos 32 paises. La enfermedad
continlua apareciendo como consecuencia del cultivo intensivo de tomate,
siendo una de las mas destructivas. Este patdégeno entra por las raices tanto
por penetracion activa como por aberturas naturales como las que se forman
en el cértex por la formacion de raices laterales (Mes, et al., 2000b). En los
vasos xilematicos el hongo se extiende, las esporas germinan vy, si la planta es

susceptible coloniza el parénquima xilematico secundario.

En 1940 se descubrid un cultivar resistente a la enfermedad y se
observé que dicho cultivar presentaba un gen |, que conferia resistencia a la
raza 1 del FOL. Posteriormente apareci6 una segunda raza (raza 2) que

provoca la enfermedad en cultivares resistentes a la raza 1. Esta raza fue

17



Introduccion.

también controlada por el descubrimiento y posterior incorporacién, de un
nuevo gen dominante para la resistencia, el gen 1-2. En 1981 se identificé una
nueva raza en Brasil, a la que se denominé raza 3. Se asume que la
interaccion entre FOL y el tomate sigue la teoria de Flor, gen por gen (Flor,
1956), dado que han sido descritas resistencias monogénicas dominantes para

las tres razas.

Recientemente, ha sido caracterizado molecularmente el gen I-2 y se ha
visto que pertenece a una familia de genes denominada 12C (Ori, et al., 1997).
Otros estudios revelan que alguno de los miembros de esta familia situados en
el mismo locus que I-2 no son genes de resistencia funcionales (Simons, et al.,
1998). Estos genes comparten caracteristicas con otros genes de resistencia
caracterizados hasta la fecha, ya que, pertenecen todos a una familia de
proteinas con motivos de union a secuencias de DNA y con motivos ricos en
leucina (Mes, et al.,, 1999b). Sin embargo, no se han identificado elementos
comunes en los genes de virulencia presentes en el patdégeno, lo que ha
dificultado su caracterizacion. Hasta ahora solo existe una evidencia indirecta
de la presencia de estos genes en FOL y de que exista una interaccién gen a
gen entre este patdégeno y la planta de tomate (Mes, et al., 1999a).
Recientemente, se ha observado mediante la utilizacion de un gen informador,
la expresion del gen de resistencia I-2 en tejidos vasculares de los frutos, hojas
y raices. Asi como en los tejidos que rodean a los vasos xilematicos, esto
sugiere una correlacion entre la actuacion de este gen y el bloqueo del
crecimiento del patégeno en el sistema vascular de las plantas resistentes a la
raza 2 (Mes, et al., 2000b).

Este parasito, al igual que los demas hongos, que producen
vasculariosis tiene la capacidad de establecerse en el sistema de vasos de su
huésped. Después de que el parasito haya invadido los vasos xilematicos del
huésped comienzan a aparecer la mayoria de sintomas en la hojas como
marchitamiento, clorosis, necrosis, abscisiones. Se produce ademas, de los
sintomas externos, un taponamiento de los elementos traqueales, debido por

un lado al crecimiento del hongo y, por otro, al gel que se origina como

18



Introduccion.

consecuencia de la mezcla de productos pécticos liberados por la actividad
enzimatica. El hongo produce, ademas, toxinas extracelulares que se
desplazan hacia las hojas provocando la pérdida del turgencia. Todos estos
efectos combinados son posiblemente los responsables del marchitamiento de
los cultivos (Roberts y Boothroyd, 1984).

La otra forma especial patégena del género Lycopersicon, es F.
oxysporum f.sp radicis lycopersici (FORL) (Jarvis y Shoemaker, 1978) (Figura
[.3). La podredumbre de la raiz provocada por las cepas de FORL es la
segunda enfermedad mas importante del tomate producida por Fusarium. Fue
documentada inicialmente en Japén pero se ha extendido por Canada, Estados
Unidos (Jones y Woltz, 1981), Israel (Krikun, et al., 1982), Francia (Couteaudier,
1984) y Grecia (Malathrakis, 1985).

Figura 1.3: Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici (FORL) aislamiento r6 cultivado
durante siete dias en medio PDA.

En otofio de 1985, se demostro que el agente causal de la enfermedad de

los cultivos de tomate de invernadero de la region de Murcia era FORL,

basandose en la sintomatologia y en los tests de patogenicidad (Tello y Lacasa,
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1988). Su difusidn es especialmente grave en los invernaderos donde los cultivos
suelen ser continuos, ademas de carecer de microflora que compita con el
patégeno (Beckman, 1987). Aunque el tomate (Lycopersicon esculentum) es su
hospedador principal, puede afectar al pimiento (Capsicum frutescens)
(Yamamoto, et al., 1974) y a la berenjena (Solanum melongena) (Rowe, 1980).
También se ha descrito que muchas leguminosas pueden ser susceptibles
(Jones, et al., 1991).

Figura 1.4: Sintomas producidos por FORL a los 21 (a) y 28 (b) dias. A la izquierda
raices inoculadas y a la derecha plantas control (Patifio, et al., 1999).

Los sintomas que produce en la planta son distintos a los producidos por
los aislamientos de FOL (Figura 1.4). Un signo caracteristico de la enfermedad
es la podredumbre que se observa en el sistema radicular, que en el caso mas
grave afecta en su totalidad a las raices principal y secundaria. En ocasiones, la
médula presenta una podredumbre humeda de color marrén intenso, que se
extiende sobre la zona de transicion raiz-cuello. En el tallo también puede
aparecer una necrosis que puede llegar hasta la copa (Tello, 1988). Estos
sintomas se consideran intermedios entre las podredumbres de la corteza y las
vasculariosis producidas por otras cepas de Fusarium. El hongo es capaz de
infectar a las semillas (Jarvis y Thorpe, 1976), pero la planta infectada
experimentalmente, no se marchita normalmente hasta que se producen las
condiciones adecuadas para el nacimiento del fruto (Yamamoto, et al., 1974).
Produce una desintegraciéon extensiva de la pared celular, provocando

alteraciones similares a las producidas por otros patégenos vasculares y a pesar
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de que la podredumbre de la raiz y cuello de la planta es el sintoma principal se

puede producir también marchitamiento de la planta (Charest, et al., 1983).

Estudios recientes demuestran que el contacto entre las hifas y la raiz de
la planta se establece mayoritariamente en los pelos radiculares (Lagopodi, et al.,
2002). Se ha observado que 4 dias después de inocular el hongo en la tierra
donde se encuentra la planta, se producen las primeras infecciones por
penetracion directa, preferentemente por las uniones de las células de la
epidermis y no por las puntas de las raices o los sitios de emergencia de raices
secundarias. Ademas, no se ha observado ninguna estructura de penetracion
especifica como el apresorio. La colonizacién de la epidermis y el cértex ocurre
intra e intercelularmente (Lagopodi, et al., 2002), hecho que lo diferencia de otras
especies de Fusarium. Estudios histolégicos demuestran que la muerte de las
células de la raiz de la planta del tomate se produce rapidamente (Brammall y
Higgins, 1988). Cinco dias después de la infeccion las plantas ya tienen manchas
oscuras en la raiz y las células de la epidermis ya han sido colonizadas
completamente por las hifas. Diez dias después de la inoculacién se ha producido
senescencia en la planta y el hongo ha esporulado formando macroconidios
(Lagopodi, et al., 2002).

FORL es capaz de crecer en las paredes celulares del huésped
produciendo su desorganizacion. Las hifas pueden producir la degradacion de las
paredes celulares a distancias de 15-30 um lo que indica una produccion de
enzimas que degradan la ldmina media y las paredes celulares primaria y
secundaria (Charest, et al., 1983). Debido a su importancia como patogeno y al
tipo de sintomas que provoca en su huésped F. oxysporum f. sp radicis
lycopersici podria ser un buen modelo para estudiar cual es el papel de las
enzimas producidas por el hongo el proceso de patogénesis y en la interaccion

huésped patogeno.

La pectina.
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Los microorganismos patdgenos presentan diversos mecanismos que
les van a permitir completar con éxito la patogénesis. Se entiende por
patogénesis el proceso que va desde el momento en el que se produce el
contacto entre el patégeno y su huésped hasta que se desarrolla la enfermedad
en la planta (MacHardy y Beckman, 1981). El primer paso para que este
proceso tenga éxito es la colonizacién de la planta por parte del parasito y para
ello los patégenos han de conseguir atravesar la pared celular vegetal que es la

primera barrera de defensa que tiene la planta.

La pared celular vegetal es una matriz compleja que define las
caracteristicas individuales de las células dentro de la planta. La importancia de
esta estructura se pone de manifiesto con recientes datos que indican que el
15% de todos los genes de Arabidopsis estan dedicados a la construccion de la
pared celular (Carpita, et al., 2001). Ademas esta estructura no sélo define la
morfologia de toda la planta sino que juega un papel fundamental en la
comunicacion entre células y en las senales que van de la pared al interior de
la célula. La pared celular de la planta es una estructura altamente organizada
que puede contener diferentes carbohidratos (celulosa, hemicelulosa y
polisacaridos pécticos) asi como, proteinas, lignina y sustancias incrustadas
como cutina, suberina y compuestos inorganicos. Esta estructura compleja se
presenta en las células vegetales de dos maneras, por lo que tradicionalmente
se ha dividido en dos tipos una pared celular primaria fina y una secundaria
mas gruesa (Albersheim, 1965).

La pared primaria se encuentra en células jovenes e indiferenciadas que
estan en crecimiento, y su estructura es similar en gran variedad de plantas
superiores (Vidhyasekaran, 1997) y su composicion es compleja tanto en lo
que se refiere a sus componentes como en su organizacion (Figura 1.5). Esta
formada principalmente por polisacaridos pécticos, fibras de celulosa
hemicelulosas que unen las fibras de celulosa con las moléculas de pectina de
la pared. Contiene también, proteinas estructurales. ricas en hidroxiprolina,

prolina y glicina (Vidhyasekaran, 1997).
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La pared secundaria, sin embargo, se encuentra en células
diferenciadas que han dejado de crecer. Tanto su composicion como su
estructura varian considerablemente entre un tipo celular y otro (Talmadge, et
al., 1973), siendo sus componentes principales lignina, suberina vy
componentes inorganicos (Vidhyasekaran, 1997).

-
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Pectina lamina media ———s——i=
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Membrana [ §

plasmdtica Hemicelulosa

Figura 1.5: Esquema de la pared celular vegetal (http://www.ippa.info/what is_pectin.htm).

El componente principal de la pared primaria de las plantas superiores
es la pectina. Esta molécula esta presente también en la lamina media,
estructura que se situa entre las paredes celulares primarias, donde juega un
papel fundamental en la adhesién entre distintas células. Aunque se encuentra
generalmente en bajo porcentaje dentro de la planta, entre un 0,5% y un 4%
del peso fresco de la planta, se considera sin embargo un componente de gran
importancia debido a que dota de rigidez a las paredes celulares y mantiene la
integridad y coherencia del tejido vegetal (Kashyap, et al., 2001). Ademas la
matriz de pectina confiere un entorno adecuado para que las fibras de celulosa
se extiendan (Willats, et al., 2001), y desempefia un papel activo frente a
patdgenos o simbiontes generando moléculas que actuan de sefales

inductoras de los mecanismos de defensa en la planta (Ryan, 1990).
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La composiciéon de la pectina es compleja (Figura 1.6) habiéndose
aislado tres tipos distintos de polisacaridos de pectina de las paredes celulares
vegetales. El homogalacturénico (HGA) consta de un eje central de moléculas
de acido galacturénico unidas entre si por enlaces a(1-4) glicosidicos. Puede
tener modificados los residuos de galacturonico con metilaciones, acetilaciones
y uniones de residuos de xilosa (Willats, et al., 2001). El rhamnogalacturénico |
(RG-I) esta formado por cadenas complejas y abundantes de repeticiones del
disacarido  (1-2)-a-L-Ramnosa-(1-4)-a-D-galacturénico que se unen
glicosidicamente a los residuos de HGA (Ridley, et al., 2001). Por ultimo, los
rhamnogalacturonicos —Il (RG-II) son también cadenas del disacarido (1-2)-a-L-
Ramnosa-(1-4)-a-D-galacturdnico pero con cadenas laterales que contienen 11
tipos de azucares distintos y se unen covalentemente a los residuos de HGA.
Estos ultimos han despertado gran interés para la salud y nutricibn humanas
debido a que se ha demostrado que es muy abundante en el vino y zumos, que
se une a metales pesados y que tiene actividades inmunomoduladoras (Ridley,
et al., 2001).
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RG-| HGA RG-II

Figura 1.6 : Hipotética estructura de los dominios de la molécula de pectina RG-,
HGA y RG-II (Willats, et al., 2001).

Se han realizado estudios para determinar la conformacion de estos
polimeros dentro de la pared celular. EI dominio mejor estudiado ha sido el
HGA, y se ha observado que su conformacion presenta una gran flexibilidad.
Las cadenas de HGAs se asocian con iones calcio formando una estructura

que ha sido descrita con el modelo de “cajas de huevo” (Carpita y Gibeaut,
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1993). Esta interaccion de las cadenas de HGA con los iones calcio hace que
se formen geles que son muy importantes para el mantenimiento de la
integridad de las paredes celulares y de la red que forma la pectina (Willats, et
al., 2001). Los dominios RG-I parece que podrian adoptar distintas estructuras
helicoidales dentro de la molécula de pectina, ya que, sus componentes son
altamente moviles dentro de las paredes celulares y podrian ajustarse, incluso
las mas largas, facilmente al esqueleto principal. (Willats, et al., 2001) Por
ultimo, no se ha propuesto un modelo tridimensional para el dominio RG Il ya
que la complejidad de este polisacarido hace que sea dificil determinar sus
parametros conformacionales aunque se ha observado que forma dimeros

mediante interacciones con el borato.

Como hemos visto, las sustancias pécticas son moléculas de gran
complejidad y presentan numerosas modificaciones por lo que se han utilizado
diferentes términos para designarlas. En 1944 el Comité para la Revision de la
Nomenclatura de las sustancias pécticas aceptd las siguientes definiciones
(Sakai, et al., 1993). Los acidos pécticos son las cadenas de &acidos
poligalacturonicos que estan esencialmente libres de grupos metiléster. Por
pectina se entiende generalmente las cadenas de poligalacturénicos
metilesterificadas y que son capaces por si solos de formar geles con
azucares, acidos y otros compuestos como las sales de calcio. La protopectina
es la molécula tal como se encuentra en las paredes celulares vegetales,
interaccionando con otros polisacaridos estructurales y proteinas (Kashyap, et
al., 2001).

La gran complejidad estructural y conformacional que presentan estas
sustancias y su naturaleza dinamica probablemente confieran a la pared celular
diversas propiedades. Esta naturaleza se ha ido desvelando con el desarrollo
de las herramientas adecuadas, pero, aunque estudios recientes situan
algunas de las caracteristicas estructurales de la pectina en su contexto
biolégico, todavia queda por resolver la funcidn de los microdominios dentro de
la pared celular (Willats, et al., 2001).
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Enzimas pécticas

Las enzimas degradadoras de la pared celular (CWDE) son proteinas
producidas por hongos patogénicos y saprofiticos que invaden o utilizan como
nutrientes los tejidos de la planta. La degradacion de la pared celular es un
hecho esencial para los hongos patdogenos, dado que al romper la primera
barrera defensiva de la planta, les va a permitir la penetracién y extension
dentro de los tejidos vegetales. Ademas, gracias a esta degradacion se
liberaran nutrientes necesarios para el crecimiento del patégeno. La mayoria de
los hongos producen una amplia variedad de enzimas degradadoras de pared
celular que refleja el grado de complejidad que tiene la estructura de la pared.
Han sido identificadas diferentes actividades, enzimas pécticas, celulasas,

arabinasas, xilanasas y galactanasas (De Lorenzo, 1997).

Dado que la pectina es el mayor componente de la pared celular, el
grupo de enzimas degradadoras de pared celular tradicionalmente mas
estudiado han sido las enzimas pécticas o pectinasas. Estas proteinas se
encargan de degradar las sustancias pécticas presentes en la lamina media y
en la pared celular primaria de las plantas superiores.

Debido a la complejidad de las sustancias pécticas, la diversidad de las
pectinasas es alta y se han dividido en tres grupos (Kashyap, et al., 2001):

Pectinesterasas (PE) catalizan la desesterificacion de la pectina
transformandola en acidos pécticos.

Protopectinasa: esta enzima solubiliza la protopectina formando
moléculas de pectina solubles.

Por ultimo, las pectinasas despolimerizantes que son el grupo mas
amplio y su clasificacién se basa en varios criterios. El principal criterio de
clasificacién es el mecanismo de lisis de la molécula, ya que las pectinasas
pueden actuar por trans-eliminacion (liasas) o bien por hidrélisis (hidrolasas). El
segundo es el tipo de sustrato que van a utilizar, es decir, si degradan la
pectina o el acido péctico. El ultimo criterio es el modo de accién de las

enzimas, ya que, pueden romper las sustancias pécticas al azar (endo)
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liberando oligbmeros, o bien, por su extremo no reductor (exo) liberando

monomeros, dimeros.

Segun estos criterios podremos encontrar dos grupos de pectinasas
despolimerizantes en funcidn del mecanismo de lisis. Pueden ser hidrolasas
como las polimetilgalacturonasas (PMGs) que rompen los enlaces glicosidicos
a(1-4) de moléculas de pectina altamente esterificados y las poligalacturonasas
(PGs) que rompen los enlaces glicosidicos a(1-4) de la molécula de acido
péctico. También pueden romper los enlaces por trans-eliminacién dejando un
galacturénico con un enlace insaturado al final de la cadena, en cuyo caso
pueden ser polimetilgalacturénico liasas (PMGL) si actuan sobre las moléculas
de pectina o poligalacturénico liasas (PGL) si lo hacen sobre acidos pécticos.
Ademas, todas estas enzimas pueden tener un modo de accién “exo” o bien

actuar de forma “endo”.

Como hemos visto la pectinolisis es un fendmeno importante para los
microorganismos patdégenos, pero la degradacion de las sustancias pécticas
también esta asociada a otros procesos bioldgicos propios de la planta como el
crecimiento, la maduracion de los frutos y la abscision de la hojas (Rombouts y
Pilnik, 1980). Recientemente se han caracterizado seis diferentes genes
codificadores de poligalacturonasas en el tomate agrupados en dos clusters
situados en dos cromosomas diferentes (Hong y Tucker, 1998). Estudios
anteriores demostraron que genes de poligalacturonasas se expresan durante
la abscision de hojas vy flores en el tomate (Kalaitzis, et al., 1997) asi como la
existencia de actividad pectato liasa en la maduraciéon de la banana (Payasi y
Sanwal, 2003).

Ademas de su importancia en las interacciones entre plantas y
patégenos y en procesos bioldgicos de las plantas, las enzimas pécticas han
sido utilizadas por el hombre con diferentes fines industriales. Su primera
aplicacion comercial data de 1930 para preparar vinos y zumos de fruta.
Actualmente preparados enzimaticos de pectinasas se utilizan en los procesos

de extraccidn, clarificacion y liquefaccion de zumos, para mejorar la calidad del
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producto, asi como en la industria textil, y en otras aplicaciones biotecnoldgicas
como la produccidn de papel, la extraccion de aceite y la fermentacion de te y
café. El valor estimado de ventas de enzimas pécticas en 1995 fue de 75
millones de délares siendo el mercado de las enzimas industriales de 1 billon

de délares (Kashyap, et al., 2001).

La importancia de las enzimas pécticas en la patogénesis y su papel en
los procesos de colonizacion de la planta ha llevado al desarrollo de numerosos
estudios. Se ha observado en cultivos in vitro con restos de paredes vegetales
que las primeras enzimas degradadoras de pared celular producidas por los
hongos son las enzimas pécticas, seguidas de las hemicelulasas y celulasas
(De Lorenzo, 1997). La accidon de estas enzimas, en especial de las
poligalacturonasas, parece ser un requisito indispensable para que actuen las
demas enzimas degradadoras de pared celular. La aparicion secuencial de las
CWDE podria tener su explicacion en el hecho de que solo después de que
hayan actuado las enzimas pécticas, la red de celulosa antes rodeada por la
pectina pasaria a ser accesible y los inductores de celulasas y hemicelullasas
serian liberados (De Lorenzo, 1997). Por ello, la mayoria de los estudios sobre
enzimas degradadoras de pared celular se han centrado en las enzimas

pécticas y en especial en las poligalacturonasas.

Poligalacturonasas.

Las poligalacturonasas (PGs; EC 3.2.1.15) han sido clasificadas dentro
de la familia 28 de hidrolasas glicosidicas degradadoras de pectina. Este
sistema de clasificacion de los dominios cataliticos en familias, en base a la
similitud entre aminoacidos fue introducido por Henrissat (1991). Con el paso
del tiempo el numero de familias ha ido creciendo y actualmente se pueden ver
las actualizaciones del sistema en el siguiente sitio http://afmb.cnrs-
mrs.fr/~pedro/CAZY/db.html (Henrissat y Davies, 2000).

Existen mas de 115 secuencias de poligalacturonasas dentro de la base

de datos de GenBank (Benson, et al., 2002) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). La
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mayor parte de ellas pertenecen a hongos, bacterias y plantas, aunque también
han sido descritas en insectos (GenBank Y17906) e incluso en Caenorhabditis
elegans (GenBank NP508878). La mayoria de las PGs descritas en hongos
son endopoligalacturonasas (ENDOPGs), habiendo sido caracterizados
unicamente 5 genes codificadores de exopoligalacturonasas (EXOPGs) en
hongos filamentosos: una en Fusarium oxysporum (Garcia-Maceira, et al.,
2000), Aspergillus tubingensis (Kester, et al., 1996), Cochliobolus carbonum
(Scott-Craig, et al., 1998), Aspergillus nidulans (GenBank. AY237304) y
Botryotinia fuckeliana (GenBank AF145229). Se ha descrito la presencia de
EXOPGs en otras especies de hongos como Penicillium frequentans (Dos, et
al., 2002), Botrytis cinerea (Rha, et al.,, 2001) y A. niger (Sakamoto, et al.,
2002).

En los ultimos afos se han realizado analisis filogenéticos utilizando las
secuencias de aminoacidos de las PGs presentes en el GenBank. Wubben et
al. (1999) analizaron 35 ENDOPGs descritas en hongos filamentosos y
propusieron la existencia de 5 grupos de origenes monofiléticos. Dentro de
cada grupo habia PGs descritas en distintas especies de hongos, lo que
indicaba que todas las PGs de un mismo grupo derivaban de un gen ancestral

que existiria antes de la divergencia de las especies de hongos.

Recientemente este analisis ha sido ampliado por Markovic y Janecek
(2001) incorporando las secuencias de aminoacidos de todas las PGs
presentes en el GenBank de origenes fungicos, bacterianos y vegetales, y de
las demas enzimas que pertenecen a la familia 28 de hidrolasas glicosidicas
degradadoras de pectina. Basicamente el analisis filogenético divide a las PGs
en tres grandes grupos en funcién de su origen, y en el caso de las PGs
bacterianas y fungicas en funcion de su modo de accién. Las EXOPGs fungicas
forman un grupo homogéneo y claramente aislado de las ENDOPGs de
hongos, lo que ha llevado a algunos autores a proponer que las EXOPGs estan
mas cerca filogenéticamente de las PGs de plantas que de las ENDOPGs de
hongos (Kester, et al., 1996). Esta separacion puede tener cierta importancia
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biologica y reflejar el distinto papel que desempefian estas enzimas en la
interaccion entre el huésped y el patogeno.

También se han realizado trabajos comparativos de las PGs fungicas
que han permitido determinar cuales son los dominios de su estructura primaria
que estan altamente conservados. Caprari, et al. (1993b), Kitamoto, et al.
(1993), y Reymond, et al. (1994) propusieron los motivos *?’Gly-His-Gly,
2% Arg-lle-Lys, ""®Asn-X-Asp y ?'Asp-Asp y los residuos ?Gly y ***Tyr fueron
propuestos por Stratilova, et al. (1998) (la numeracién de los motivos
corresponde a la posicidon que ocupan en la secuencia de A. niger PG2). La
presencia de estos motivos en casi todas las PGs fungicas hizo pensar en su
posible implicacion tanto en la actividad como en la unién al sustrato de estas
enzimas. Caprari, et al. (1996) mediante un estudio de mutagénesis dirigida,
comprobaron que el residuo ?*His (correspondiente a la ?**His de A. niger
PG2) de la ENDOPG de F. moniliforme era necesario para la actividad de la
enzima, confirmando asi el significado funcional de uno de estos motivos
conservados. Un trabajo reciente ha confirmado que los residuos "8Asp,
21 Asp, 2?Asp estan implicados en la actividad catalitica y los residuos ?*°Arg y

28| ys en la union al sustrato (van Santen, et al., 1999).

Los primeros estudios de poligalacturonasas se realizaron en cultivos in
vitro y el uso de técnicas como el isoelectroenfoque (IEF) permitié poner de
manifiesto la presencia de una gran cantidad de isoformas en los cultivos, y
que el patrén de expresion de estas enzimas varia en funcién de diferentes
condiciones, dependiendo del aislamiento, asi como, de las condiciones del
cultivo (Guevara, et al., 1997; Caprari, et al., 1993a; Stratilova, et al., 1998).
Estas formas pueden diferir tanto en su estabilidad, actividad, pH éptimo o la
preferencia de sustrato y el tipo de oligosacaridos liberados. Asimismo, se ha
sugerido que estas diferentes formas de una misma enzima podria estar
relacionadas con el rango de hospedadores que puede infectar el patégeno (De
Lorenzo, 1997).
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A pesar de la aparicion de trabajos presentando nuevos genes de PGs,
todavia existe poca informacion sobre las bases genéticas del polimorfismo
observado en los cultivos. Se han descrito familias de genes de PGs en
algunos hongos como Sclerotinia sclerotiorum (Fraissinet-Tachet, et al., 1995),
Aspergillus niger (Bussink, et al., 1992) y Botrytis cinerea (Wubben, et al.,
1999). También se ha publicado recientemente la existencia de una familia de
genes codificadora de PGs en el basidiomiceto Chondrostereum purpureum
(Williams, et al., 2002).

Sin embargo, en otras especies de hongos s6lo han sido descritos uno o
varios genes codificadores de PGs que estan presentes en una unica copia
dentro del genoma, es decir que no forman parte de la misma familia. Tal es el
caso de la ENDOPG (Scott-Craig, et al., 1990) y EXOPG (Scott-Craig, et al.,
1998) descritas en Cochliobolus carbonum, la EXOPG de A. tubingensis
(Kester, et al., 1996) o las dos ENDOPGs de Colletotrichum lindemuthianum
(Centis, et al., 1997). Dentro del género Fusarium han sido caracterizados dos
genes diferentes de ENDOPG (Arie, et al., 1998; Garcia-Maceira, et al., 2001),
y una EXOPG (Garcia-Maceira, et al., 2000) en F. oxysporum, uno de
ENDOPG en F. circinatum (Chimwamurombe, et al., 2001) y otro en F.

moniliforme (Caprari, et al., 1993b).

Esta variabilidad en las bases genéticas de estas enzimas nos hizo
plantearnos cual seria el caso de F. oxysporum f.sp. radicis lycopersici, ya que,
en el momento de comenzar el trabajo sélo habian sido descritos en FORL la
secuencia parcial de dos genes de PGs uno codificador de ENDOPG (Patifio,
et al., 1997a) y otro de EXOPG (Posada, 1999).

Esta heterogenicidad en numero y organizacién de los genes de PGs no
basta para explicar en todos los casos, la variedad de isoformas encontradas.
Se ha observado que existen modificaciones post-traduccionales, como la
glicosilacion que contribuyen a producir nuevas isoformas. Tal es el caso de la
ENDOPG de F. moniliforme, en donde se ha comprobado que a partir de un

unico gen se pueden producir cuatro formas distintas con diferentes masas
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moleculares mediante glicosilacion diferencial (Caprari, et al., 1993a).
Asimismo, en Penicillium olsonii cuando se interrumpe el gen pgl desaparecen
todas las isoformas de caracter basico presentes en los cultivos y mutantes
para el gen pg2 pierden la mayoria de isoformas acidas (Wagner, et al., 2000).
Al igual que ocurre con la ENDOPG de F. moniliforme la glicosilacién juega un
papel fundamental en la formacion de diferentes isoformas y por otro lado, la
glicosilaciéon podria ser esencial para la actividad de la enzima, como se ha
observado en A. niger en donde la ENDOPG descrita pierde la actividad

cuando se desglicosila. (Stratilova, et al.,1998)

La presencia de numerosos genes que codifican para distintas PGs junto
con la existencia de mecanismos de modificacion post traduccional, como la
glicosilacion, contribuirian a explicar la diversidad de isoformas que presentan
estas enzimas. La redundancia en funcion de estas enzimas implicadas en el
proceso de colonizacion podria conferir al patégeno una mayor flexibilidad a la
hora de adaptarse a nuevas condiciones u hospedadores, por ello, la
determinacion de como se regulan estos genes seria un paso importante para

entender cual es el significado bioldgico de esta variabilidad.

Numerosos estudios indican que los genes de PGs estan regulados a
nivel transcripcional. (Lang y Dornenburg, 2000). Se ha observado en diversas
especies de Aspergillus, Fusarium y en C. carbonum que en cultivos in vitro los
genes de PGs en general son inducidos mediante sustrato y reprimidos por
glucosa (Annis y Goodwin, 1997). Aun asi, el caracter inducible de estos genes
no siempre es cierto, ya que también se han descrito casos en los que los
genes de PG se expresan de forma constitutiva (Wubben, et al., 1999). La
expresion constitutiva de genes de PGs se ha observado también en A. niger
en donde, la expresion de los genes pgaA y pgaB ha sido detectada en cultivos
in vitro con numerosas fuentes de carbono (Parenicova, et al., 2000). Existen
también ejemplos de algunos genes de PGs en los que no existe la represién
catabolica y en medios con glucosa se detecta una induccion, como el gen
bcpg3 de B. cinerea (Wubben, et al., 1999) y el pgl de Penicillium olsonii
(Wagner, et al., 2000). Por otro lado, la presencia de mas de un gen con la
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misma funcion en muchos de los casos descritos también plantea el
interrogante de si la regulacion de estos genes es coordinada o por el contrario
presentan una regulacién diferencial. En B. cinerea se ha observado que no
todos los genes de la misma familia de PGs tienen la misma regulacién en

cultivos in vitro (Wubben, et al., 1999).

Este mecanismo general en la regulacién por sustrato de las PGs se ha
visto ampliado por numerosos estudios recientes que indican una mayor
complejidad en la regulacion de estos genes. Se ha observado que existen
otros factores, como el pH, que estan implicados en la regulacién
transcripcional de estos genes. En B. cinerea un medio de pH acido produce un
efecto represor sobre la expresion del gen bcpg2 e inductor sobre el gen bcpg3
(Wubben, et al., 2000), asimismo se ha observado la influencia del pH en la
regulacion de otros genes codificadores de PGs como el gen pgl de F.

oxysporum (Di Pietro y Roncero, 1998).

Otro hecho a destacar es que los patrones de expresién in vivo de las
PGs en parte no son idénticos a los observados in vitro. Este hecho ha sido
documentado en un estudio comparativo de los patrones de expresion de la
familia de genes de PGs de B. cinerea, en donde se ha observado que existen
diferencias entre la expresion de algunos de los genes en los cultivos in vitro
(Wubben, et al., 1999) con los obtenidos en planta infectada (ten Have, et al.,
2001). Estos trabajos reflejan como influye en la regulacién de las PGs otros
factores como el tipo de tejido del huésped, el estado de la infeccion y la
temperatura. A pesar de las diferencias Wubben postuld, basandose en
estudios realizados en cultivos in vitro, cuatro mecanismos de regulacion que
podrian contribuir a entender la expresion de estos genes en planta infectada.
Estos serian, expresion basal, induccion por mondmeros de pectina, represion
mediante glucosa y modulacion de la expresion mediante el pH del medio
(Wubben, et al., 2000).

En los ultimos afios se han publicado diversos trabajos que centran el

interés en otro aspecto de las PGs que podria ser esencial para entender mejor
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su significado biolégico, su estructura terciaria (Figura 1.7). La primera
estructura descrita en 1993 correspondia a una pectato liasa de Erwinia
chrysanthemi (Yoder, et al., 1993) y a partir de ese momento se ha producido la
aparicion de numerosos estudios en los que se presentaban las estructuras de
diversas enzimas pécticas. La mayoria de las estructuras descritas son de
pectin y pectato liasas, y recientemente se han publicado la estructura de las
ENDOPGs de E. carotovora (Pickersgill, et al., 1998), A. niger (van Santen, et
al., 1999), A. aculeatus (Cho, et al., 2001) y F. moniliforme (Federici, et al.,
2001), no habiendo sido descrita hasta la fecha la estructura de ninguna
EXOPG. Todas ellas presentan una estructura muy conservada (Cho, et al.,
2001) que ha sido denominada R hélice paralela dextrogira (Yoder, et al.,
1993), la cual contiene puentes disulfuro que contribuyen a su estabilizacion, y
que se forman entre residuos de cisteina conservados en la mayoria de las
PGs fungicas. Ademas en las EXOPGs existen dos residuos de cisteina no
presentes en las ENDOPGs que posiblemente estaran implicados en la
formacién de puentes disulfuro adicionales (Markovic y Janecek, 2001). Estos
estudios, asi como, la determinacion de sus propiedades fisico-quimicas
dependen de la disponibilidad de enzima suficiente, limitacién importante que

se manifiesta en los pocos casos de enzimas purificadas.

Figura 1.7: Estructura tridimensional de las poligalacturonasas de a) A. niger (van
Santen, et al.,, 1999) y b) F. moniliforme (Federici, et al., 2001).
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El interés despertado por estas enzimas es en parte, debido a la
importancia que tienen en los procesos de interaccion entre huésped y
patdégeno y a su posible implicacién en la patogénesis. Esta interaccion es
posible gracias a una serie de sefiales complejas (Esquerre-Tugaye, et al.,
2000) en donde también juegan un papel importante las PGs. Los
oligogalacturonicos liberados por la accion de las PGs por la hidrolisis de la
pectina son de una gran importancia en el dialogo molecular que se establece
durante el proceso de patogénesis. Ademas de ser utilizados como nutrientes
por el hongo permitiendo su crecimiento y posterior expansion, se ha
comprobado que también juegan un papel fundamental como inductores tanto
de otras enzimas pécticas del hongo, como de los sistemas de defensa de las

plantas.

Diferentes estudios demuestran que las ENDOPGs fungicas inducen la
acumulacién de fitoalexinas y de proteinas inhibidoras de poligalacturonasas
(PGIPs), asi como la sintesis de ligninas y la produccién de glucanasas,
quitinasas, todos ellos mecanismos que utiliza la planta para evitar la
colonizacion por parte del patégeno (De Lorenzo, 1997). Todas estas
respuestas son inducidas por oligogalacturdénicos cuya longitud varia entre 10 y
15 moléculas de galacturénico, por lo que una actuacién de las EXOPGs
provocaria la degradacion de estos oligogalacturdnicos a oligdmeros inactivos.
Las proteinas inhibidoras de poligalacturonasas (PGIPs) producidas por la
planta son las encargadas de modular la actuacion de las ENDOPGs mediante
la formacién de un complejo especifico, reversible y de gran afinidad, que evita
la degradacién de la pectina, asi como, el crecimiento del hongo. Son proteinas
localizadas en la pared celular de la planta que se inducen durante el proceso
de infeccion y que presentan una gran variabilidad en sus capacidades de
reconocimiento e inhibicion de las ENDOPGs fungicas (De Lorenzo y Ferrari,
2002).

No se ha descrito que las PGIPs interactuen con las EXOPGs por lo que,

estas enzimas podrian ser de gran utilidad para el hongo a la hora evitar la

induccion de las respuestas de defensa de la planta degradando los
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oligogalacturénicos activos en monomeros y dimeros, y proporcionando
ademas nutrientes al hongo. Por otro lado, estos mondmeros son capaces de
inducir otros genes de pectinasas desencadenando todo el arsenal de enzimas

degradadoras de la pared celular.

Debido a la importancia de las PGs como las primeras enzimas en
actuar para romper la pectina de pared celular vegetal, y en los procesos de
comunicacion molecular entre el huésped y el patégeno se han realizado
numerosos estudios para determinar cual es el papel real que juegan estas
enzimas en los procesos de virulencia y patogenicidad, pero todavia existe
controversia sobre el tema, ya que, en la bibliografia se observan ejemplos que
apoyan tesis contradictorias. Asi, por ejemplo, y mediante el desarrollo de
técnicas de produccién de mutaciones dirigidas, han aparecido trabajos en
donde al inactivar genes concretos de PGs encontramos que no juegan un

papel determinante en la virulencia

En F. oxysporum, se ha demostrado que dos cepas, una mutante para el
gen pg5 codificador de ENDOPG (Garcia-Maceira, et al., 2001) y la otra para el
gen pgx4 codificador de EXOPG (Garcia-Maceira, et al., 2000), mantenian los
mismos niveles de virulencia en plantas susceptibles que cepas salvajes. Es
posible que la existencia de otros genes de PG aun no caracterizados en
muchos de estos casos confieran a las cepas mutantes actividad PG residual,
impidiendo conclusiones determinantes. Aunque, en C. carbonum la obtencién
de un cepa con los genes de ENDOPG y EXOPG mutados sirvid para
comprobar que ninguno de los dos eran necesarios para la virulencia (Scott-
Craig, et al.,, 1998) a pesar de que la actividad poligalacturonasa de la cepa

mutante era menor del 1% de la presente en la salvaje.

Por otro lado, encontramos ejemplos en los que se pone de manifiesto la
implicacion de las PGs en el proceso de patogénesis. Tal es el caso de la
ENDOPG codificada por el gen Bcpgl de B. cinerea que esta involucrada tanto
en los procesos de infeccion secundaria, como en el crecimiento de las

lesiones después de la infeccién (ten Have, et al., 1998). También se ha
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observado en Claviceps purpurea que al mutar los dos genes codificadores de
ENDOPGs se obtiene una cepa cuya capacidad de producir patogénesis en
centeno esta significativamente reducida (Oeser, et al.,, 2002). También en
bacterias fitopatogénas se han realizado este tipo de estudios obteniendo
resultados similares (Annis y Goodwin, 1997), asi en Ralstonia solanacearum
se ha demostrado que tanto la ENDOPG como la EXOPG caracterizadas son

factores de virulencia (Huang y Allen, 2000).

Como se desprende de todos estos estudios todavia existe un gran
desconocimiento de cual es el papel e importancia relativa de estas enzimas,
por lo que, la caracterizaciéon de nuevos genes y el estudio de su regulacién tal
vez sea la mejor herramienta para lograr comprender cual es su significado
biolégico. Por otro lado, la posibilidad de caracterizar de modo individual las
propiedades fisico-quimicas de las PGs y sus estructuras terciarias es también
un objetivo importante, pero estos aspectos dependen de la disponibilidad de
enzimas producidas de forma individual que faciliten la caracterizacion, por lo
que, la disposicion de sistemas que faciliten esa purificacion es un paso

esencial.

Objetivos del trabajo.

El objetivo principal que nos planteamos fue el estudio de las
poligalacturonasas de Fusarium oxysporum con el fin de avanzar en el
conocimiento de la funciéon que desempefian estas enzimas en la patogénesis
producida por un parasito tan importante. Se eligid la forma especial F.
oxysporum f.sp radicis lycopersici dado que la sintomatologia que producia en
la planta indicaba una gran presencia de enzimas degradadoras de pared
celular y por tanto, de PGs, ademas de por su repercusiéon econémica dada la

falta de genes de resistencia a esta forma especial.
El primer objetivo parcial fue la caracterizacion de genes codificadores

de poligalacturonasas. Antes del comienzo del trabajo habian sido descritas

dos secuencias parciales de PGs en FORL, una de una EXOPG (Posada,
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1999) vy la otra de una ENDOPG (Patino, et al., 1997a). Gracias a la
construccidén en nuestro laboratorio de una genoteca genémica de FORL, nos
pudimos plantear la obtencién de las secuencias completas de estos genes asi
como caracterizar nuevos genes codificadores de PGs. La obtenciéon de las
secuencias completas de dichos genes nos permitiria obtener una valiosa
herramienta para desarrollar nuevas estrategias en el estudio de estas

enzimas.

El segundo objetivo fue determinar si estos genes estaban presentes en
mas aislamientos de Fusarium y si lo estaban cual era el grado de similitud de

SUS secuencias.

El siguiente objetivo fue estudiar el control genético de estos genes.
Determinar tanto el numero de copias en los que se encontraban en el genoma
de FORL, asi como, su regulacién en cultivos in vitro para comprobar si ante

los mismos estimulos presentaban una regulacion coordinada o no.

También, nos propusimos establecer sistemas que nos permitieran
estudiar mas factores implicados en su regulacion. Como primer paso, y
gracias a la caracterizacion de las secuencias completas de estos genes,
podriamos realizar un analisis de las regiones promotoras para buscar nuevos
elementos implicados en su regulacion para posteriormente establecer un

sistema que nos permitiera el estudio funcional.

Como ultimo objetivo, nos planteamos buscar un sistema que nos
permitiera la produccién de las PGs de FORL (en especial de las EXOPGs
debido a la menor informacién existente sobre ellas) para poder realizar una

caracterizacion enzimatica.
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Capitulo 1: Caracterizacion de genes codificadores de PGs en FORL.

INTRODUCCION.

Las PGs forman parte de un conjunto de enzimas hidroliticas producidas
por una gran diversidad de organismos y que cumplen funciones diversas. En
los hongos, estas enzimas tienen un papel clave en su nutricién permitiendo el
crecimiento sobre restos vegetales (saprofiismo) y en los procesos de
infeccion facilitando la colonizacion y la obtencion de nutrientes. EI numero de
enzimas y sus caracteristicas parecen variar de unos hongos a otros y estan

influidas por una gran variedad de factores ambientales.

Las técnicas de disrupcién de genes, asi como, las de complementacion
de mutantes han resultado ser de gran utilidad, al menos en algunos casos
para entender cual es la funcion de estas enzimas en los fendbmenos de
patogénesis y virulencia. Existen algunos ejemplos en los que es evidente la
relacion de estas enzimas con la patogénesis, como en el caso del gen Bcpgl
de B. cinerea (ten Have, et al., 1998) y los dos genes codificadores de
ENDOPGs en Claviceps purpurea (Oeser, et al., 2002). Aun asi, la mayoria de
estos estudios apoyan la hipotesis de que las PGs no serian factores de
virulencia (Di Pietro y Roncero, 1998; Garcia-Maceira, et al., 2000; Garcia-
Maceira, et al., 2001; Scott-Craig, et al., 1998), sino factores basicos de
patogenicidad colaborando con otros genes en el éxito de la infeccién. De
todas formas, la existencia de actividad PG residual en los mutantes (Scott-
Craig, et al., 1990) indicaria la presencia de mas genes codificadores de PGs,
como se ha comprobado en algun caso (Scott-Craig, et al.,, 1998), que, en

parte, podrian explicar los resultados negativos obtenidos.

La presencia de distintas enzimas con la misma funciéon en los
patdgenos dificulta la tarea de determinar la funcidon concreta de cada una de
ellas siendo necesario la caracterizacién de todos los genes de PGs para poder
determinar su importancia mediante las técnicas de mutacion y
complementacion antes citadas. Por ello, la caracterizacion de los genes
codificadores de PGs en el patégeno del tomate F. oxysporum f.sp. radicis-
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lycopersici era un punto de partida necesario para estudiar el significado

funcional de estas enzimas.

Estudios previos en cultivos in vitro demostraban la presencia de varias
isoformas de PGs en FORL (Fernandez, et al., 1993; Guevara, et al., 1997),
ademas se detecto tanto actividad “endo” como “exo” a lo largo de los cultivos
(Patino, et al., 1997b). Los mecanismos de modificacion postraduccionales a
los que este tipo de enzimas estan sometidos (Caprari, et al., 1993a) producen
variabilidad de isoformas, por lo que una caracterizacion completa de la base
genética de estas proteinas seria necesaria para determinar cuanta de la

variabilidad observada es debida a este tipo de modificaciones.

En el momento del comienzo del trabajo habia sido aislada y purificada
una EXOPG a partir de cultivos in vitro (Patino, et al., 1997a) y se habia
realizado la construccién de una genoteca genémica de FORL (Posada, 1999).
Los objetivos de este capitulo fueron la obtencidén y caracterizacién de las
secuencias completas de los genes de PGs de FORL, asi como realizar un
estudio comparativo de las secuencias de estas PGs con otras PGs fungicas.
Por ultimo nos planteamos el establecer los modelos tedricos de la estructura
terciara de las proteinas. La consecucion de estos objetivos nos permitiria
obtener una valiosa herramienta para desarrollar nuevas estrategias en el

estudio de estas enzimas.

MATERIAL Y METODOS.

Material bioldgico.

Para la realizacion de este trabajo se utilizd el aislamiento r6 (FORL r6)
del hongo Fusarium oxysporum Schlecht. f.sp radicis lycopersici (Jarvis y
Shoemaker, 1978) obtenido a partir de cultivos monospoéricos aislados de
plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) infectadas, cedidos por el
Dr. J. Tello (Instituto de Investigaciones Agrarias (INIA, Madrid). EI hongo se

mantuvo mediante resiembras periddicas en placas petri con medio de cultivo
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patata-dextrosa-agar (PDA, Scharlau, Espafia) incubadas a 25°C durante siete
dias y posteriormente conservado a 4°C. Se conservaron también a —80° C en

glicerol al 15%.

Para realizar el clonaje de los fragmentos de DNA, se utilizd la cepa
bacteriana DH5a de E.coli asi como las células pMOSBIue del kit pMOSBIue T-
vector (Amersham Biosciences, GB). También fue utilizada la genoteca
gendmica con el genoma completo de FORL preparada en nuestro laboratorio
(Posada, 1999) en el fago . A del kit AEMNL 3/BamHI Vector Kit (Stratagene,

Alemania).

Medios y condiciones de cultivo.

El medio de cultivo utilizado contenia por litro 1 g de NaOH, 3 g de acido
malico, 2 g de NOsNH4 1 g de H,PO4K, 0,1 g de SO4Mg 7 H,0,5 g de extracto
de levadura (Cruickshank, 1983) y glucosa 1% . El hongo fue cultivado en
matraces de 100 ml que contenian 20 ml de medio de cultivo liquido. Los
cultivos fueron inoculados con discos de micelio de 1cm de diametro cortados
de los margenes de colonias de 7 dias e incubados a 25 °C en estatico. Los
micelios fueron recogidos el dia 7 de cultivo por filtracion a través de papel
Whatman No. 1, congelados inmediatamente en nitrogeno liquido vy

conservados a —80 °C para los ensayos con DNA.

Para los experimentos con RNA se inocularon matraces con este mismo
medio y se incubaron 4 dias a 25 °C en estatico. Después se recolecté el
micelio en condiciones estériles y se transfirié a nuevo medio con 1% de acido
galacturénico en lugar de glucosa, cultivandose en estatico. El micelio se
recogi6 por filtracion a través de papel Whatman No. 1, a distintos tiempos se

congeld inmediatamente en nitrégeno liquido y se conservé a —80°C.

Obtencién del DNA gendmico.
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El DNA fue extraido por el método Dellaporta, et al. (1983) con algunas
modificaciones. El micelio congelado (1-1,5 g) fue triturado en mortero con
nitrégeno liquido y transferido a un tubo de 50 ml con 6 ml de tampdén HSE (10
mM Hepes pH 6,9, 0,5 M Sacarosa, 20 mM EDTA pH 8,0) y 0,3 ml de SDS 20
%. La mezcla fue homogeneizada en un vortex e incubada a 65°C durante 15
minutos. Luego se afnadio 1 volumen de TE (Tris 50 mM y EDTA 10 mM, a pH
8) y se homogeneizé por inversidn. A continuacion, se realizd una
centrifugacién a 15.000 rpm y 4 °C durante 20 minutos. El sobrenadante se
traté con 1 volumen de fenol equilibrado con Tris y a pH 7, se centrifugd a
13000 rpm y 4°C durante 20 minutos, se pasé a tubos nuevos y se repitio la
fenolizacion con 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (PCIA;
25:24:1).

Se recogio la fase acuosa tras centrifugar en las mismas condiciones y
se lavo con cloroformo antes de la precipitacion con 0,2 volumenes de acetato
sddico 3,0 M pH 5,2 y 0,6 volumenes de isopropanol durante una noche a —20
°C 0 1 hora a -80 °C. Se centrifugd a 15.000 rpm y 4 °C durante 15 minutos.
Se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet con 2 ml etanol al 70%. Tras
una centrifugacion en las mismas condiciones se descarté el sobrenadante y
se resuspendio el precipitado en 400 pl de agua. Se transfirié a un tubo de 1,5
ml en donde se le afadié 2 yl de RNAsa A+T (10 mg/ml) y se incubé 30
minutos a 37 °C. Posteriormente se le anadié 40 pl de acetato sddico 3,0 M pH
5,2 (1/10 volumenes) y 240 ul de isopropanol (3/5 volumenes). El precipitado
recogido después de la centrifugacion fue lavado con etanol al 70%, secado al

vacio y resuspendido en 300 ul de agua. El DNA fue mantenido a —20 °C.

La concentracion de DNA fue estimada por absorcion a 260 nm,
asumiendo que una concentracién de 50 pg-/ml corresponde a una unidad de
densidad optica. La integridad del DNA fue comprobada en geles de agarosa al

0,8% en tampon TAE como se describe mas adelante.

Electroforesis de DNA.
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Se utilizaron geles de agarosa al 0,8% (para DNA gendmico vy
plasmidico) o al 1,0 y 1,5% (para productos de PCR) en tampdn TAE (Tris-
acetato 40 mM y EDTA 1,0 mM), y bromuro de etidio (1 ug/ml). Las muestras
fueron disueltas en el tampdn de carga (glicerol 50%, EDTA 1,0 mM y azul de
bromofenol 0,25%). Los geles se corrieron en tampon TAE a voltaje constante:
el DNA genomico digerido a 30 V y el DNA plasmidico y los productos de PCR
a 70 V. Los marcadores de masa molecular que se usaron, fueron el fago
lambda cortado con Pst | y el marcador Ladder Plus de 100 pb (Fermentas,
Lituania).

Obtencién de sondas especificas de poligalacturonasas.

Reacciones de amplificacion.

Como sondas se utilizaron los fragmentos gendmicos de los genes pgx2
y pgl obtenidos previamente en nuestro laboratorio (Posada, 1999), asi como,
fragmentos gendmicos obtenidos de los genes pgxl y pg2 de la siguiente
forma. Se disefaron las parejas de oligonucleotidos: pgxlup (5
GGTCGCCGTGTCTGTTCT 3’) y pgxirv (5 ATTGGGCGGTTTCTCATTC 3") y
pg2up (5 GCCGGCAGCTGCACTTTTAC 39 y pg2rv (5
TGTCAGAGCGTCCACCAA 3°) a partir de las secuencias de los genes pgx4
(Genebank AF083075) y pg5 (Genbank AF078156) de FOL respectivamente.
Se utilizaron estas parejas de oligonucleétidos como cebadores en sendas
reacciones de PCR utilizando como molde 150 ng de DNA gendmico de FORL.
Para realizar las amplificaciones se utilizd el termociclador Peltier PTC-100
(M.J. Research Inc., USA) con el siguiente programa: un paso previo de
desnaturalizacion de 5 minutos a 94 °C seguido de 32 ciclos de 1 minuto a 94
°C (desnaturalizacién), 1 minuto a 52 °C (anillamiento) y 2 minutos a 72 °C
(extension). Por ultimo, un paso de extension final de 5 minutos a 72 °C y
parada a 4 °C. Se utilizo la enzima Taq polimerasa (Ecogen, Espafia) siguiendo

las instrucciones del fabricante.

Clonacion y secuenciacion de los fragmentos obtenidos.
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Los productos de amplificacion de ambas reacciones se comprobaron en
geles de agarosa al 1% obteniéndose una banda de aproximadamente 630 pb
cuando se utilizaron los cebadores del gen pgx4 (Genebank AF083075) de
FOL, y otra de 680 pb en la amplificacion con los cebadores del gen pg5
(Genbank AF078156) de FOL. Ambas bandas se cortaron y se purificé el DNA
de la agarosa mediante el kit Gelex DNA Extraction kit (CAMGEN, Gran
Bretafa) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se comprobé el estado del

DNA y su concentracion en geles de agarosa al 1% después de la purificacion.

Se clonaron los productos de amplificacién pgx1 up-rv y pg2 up-rv en el
plasmido pMOSBIue del kit pMOSBIue T-vector (Amersham Biosciences, Gran
Bretafia) siguiendo las instrucciones del fabricante. La seleccion de colonias
transformadas se realiz6 cultivando las células durante 16-22 horas a 37 °C en
placas petri con LBA (LB mas ampicilina 50 mg/ml) con 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-R-D-galactésido  (X-GAL, Genotek, Espafia) e isopropil-tio-3-D-
galactésido (IPTG, Genotek, Espafa).

Las colonias blancas seleccionadas se cultivaron en 1,5 ml LBA liquido
durante 18 horas a 37°C y 225 rpm para la extraccion de DNA plasmidico, la

cual se realizd segun Sambrook, et al. (1989).

El DNA plasmidico se digirio simultdneamente con las enzimas de
restriccion Pst | y EcoR | (Amersham Biosciences, Gran Bretafna) en presencia
de 1 pyl RNAsa A+T1 preparada segun el protocolo descrito por Sambrook, et
al. (1989) en el tampdn indicado por el fabricante a 37 °C durante 4 horas. Las
digestiones se visualizaron en un gel de agarosa para comprobar la presencia

del inserto deseado.

Se selecciond una colonia para su secuenciacion. Se cultivd en
matraces de 50 ml con 20 ml de LBA a 37°C durante 16 horas. El DNA
plasmidico fue extraido con el kit High Pure Plasmid Isolation Kit (ROCHE

Applied Science, Alemania) segun las especificaciones del fabricante.
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Los fragmentos clonados fueron secuenciados en el Servicio de
Secuenciacion de la Universidad Complutense de Madrid con el secuenciador
de DNA ABI-PRISM (Applied Biosystems, USA) segun las indicaciones del

fabricante.

Preparacion y marcaje de las sondas.

Los fragmentos gendmicos de los genes pgx2 y pgl (Posada, 1999), asi
como, los fragmentos genémicos obtenidos en FORL de los genes pgx1 y pg2
fueron utilizados como sondas para realizar los escrutinios de la genoteca
gendmica. Para ello, se digirieron los plasmidos donde estaban clonados con
las combinaciones de enzimas descritas anteriormente y se separaron los
insertos, correspondientes a los fragmentos gendmicos de cada uno de los
genes, en geles de agarosa al 1%. Se eluyeron los fragmentos de la agarosa
con el kit Gelex DNA Extraction kit (CAMGEN, Gran Bretana) siguiendo las

indicaciones del fabricante.

35 ng de cada fragmento fueron marcados por cebamiento al azar con el
sistema de marcaje rediprime (Amersham Biosciences, Gran Bretaria) con *P-
dCTP (actividad especifica de 3000 Ci/mmol) a 37°C durante 30 minutos.

Escrutinio de la genoteca gendmica.

Preparacién de células bacterianas.

Se inocul6 la cepa de Escherichia coli XL1MRA (P2) del kit AEMNL
3/BamHI Vector Kit (Stratagene, Alemania) en 50 ml de LB con 0,5 ml de
MgSO4 1 M y 0,5 ml de maltosa al 20% (MgSO4 10 mM y Maltosa 0,2%) y se
cultivé a 37 °C y 225 rpm. Se controld el crecimiento hasta que el cultivo llegé a
una medida de densidad optica a 600 nm de longitud de onda entre 0,5y 1. El
cultivo se centrifugd a 200 rpm durante 10 minutos, se descartd el
sobrenadante y se resuspendié el precipitado en MgSO,4 10 mM, hasta obtener

una concentracion de densidad 6ptica a 600 nm de 0,5. Se hicieron alicuotas
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de 150 pl de las células en tubos de 1,5 ml y se conservaron en frio hasta el

momento de la infeccion.

Infeccion de las células bacterianas con los fagos.

Se infectaron 150 ul de células, preparadas como se ha descrito, con
diferentes cantidades de los fagos y se incubaron 15 minutos a 37 °C en el
agitador orbital a 120 rpm. Se afiadieron 5 ml de LB-agarosa (0,7%) fundido y
se extendieron sobre placas de LB-agar de 135 mm de diametro (AFORA,
Espafia) incubandose a 37 °C de 8 a 12 horas. Después, se mantuvieron las

placas 2 horas a 4 °C antes de transferir los fagos a membranas de nylon.

Transferencia de los fagos a membranas de nylon.

Se eligié una placa de lisis para cada una de las sondas y se transfirié a
dos membranas de nylon Hybond-N (Amersham Biosciences, Gran Bretana).
Para ello se marcé cada placa de forma asimétrica y se mantuvo la primera
membrana sobre la placa de lisis 2 minutos y la segunda 4 minutos,
marcandose en los extremos en los mismos lugares que la placa. Las
membranas se lavaron 2 minutos en una solucién desnaturalizante (NaCl 1,5 M
y NaOH 0,5 M), 5 minutos en una solucién neutralizante (NaCl 1,5 M, EDTA 1
mM y Tris—HCI 0,5 M pH 7,2) y 30 segundos en 2XSSC. Se secaron al aire 30
minutos y se fijo el DNA a la membrana a 80 °C durante 2 horas.

Hibridacion de los filtros con sondas de poligalacturonasas.

Las membranas se prehibridaron a 42 °C durante 2,5 horas en una
solucién de formamida 50%, SSPE 5% (NaCl 0,9 M, fosfato sédico 50 mM y
EDTA 5 mM a pH 7,7), Denhardt 5% (Ficoll 0,02% polivinilpirrolidona 0,02% vy
albumina de suero bovino 0,02%), SDS 0,5% y 500 pg de esperma de salmoén
desnaturalizado. Las hibridaciones se llevaron a cabo a 42 °C durante 24 horas
en una solucién idéntica a la anterior con 30 ng de las sondas

correspondientes a los genes pgxl, pgx2, pgl y pg2 marcadas vy
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desnaturalizadas. Se realizaron dos lavados de 15 minutos a temperatura
ambiente en SSPE 2X 'y SDS 0,1%, un lavado de 15 minutos a 42 °C en SSPE
0,2X 'y SDS 0,1% y por ultimo un lavado de 15 minutos a 55 °C en SSPE 0,2Xy
SDS 0,1%. La deteccion se llevd a cabo mediante la exposicion de un filtro
hibridado con la pelicula Hyperfilm MP (Amersham Biosciences, Gran Bretafa)
a —-80 °C en oscuridad durante 4 horas. Posteriormente se determind la
posicidon del filtro en la pelicula, marcandola en las mismas posiciones en las

que se marco el filtro.

Escrutinio de la genoteca con cada una de las sondas de PGs obtenidas.

Los escrutinios de la genoteca gendmica se realizaron segun el
protocolo descrito en el kit AEMNL 3/BamHI Vector Kit (Stratagene, Alemania).
Para comenzar los escrutinios con las diferentes sondas de los genes
codificadores de poligalacturonasas se infectaron las células Escherichia coli
P2 con alicuotas de la genoteca gendémica de FORL r6 (Posada, 1999) que
contenian 20000 unidades formadoras de placas (ufp) (8 equivalentes

gendmicos) de la forma descrita previamente.

Figura 1.1: Esquema de la realizacion del escrutinio de la genoteca gendmica. Se
parte de una placa con 20000 ufp que es transferida a membrana de nylon e
hibridada con la sonda correspondiente. Se identifican las zonas donde se
encuentran los halos positivos y se corta un circulo de 1cm de didmetro (a) con el

gue se vuelve a infectar hasta obtener un fago positivo aislado (b) que produzca
en el 'iltimo escrutinio [e) todos los halos bositivos

Se prepararon 4 placas con este numero de fagos que se transfirieron a
membranas, se hibridaron con las sondas correspondientes a los genes pgx1,

pgx2, pgl y pg2. Se determind la presencia de clones positivos mediante la
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exposicion de cada uno de los filtros con la pelicula Hyperfilm MP (Amersham
Biosciences, Gran Bretana). Se identificaron los clones positivos en cada una
de las placas superponiendo la pelicula sobre la placa de forma que la
orientaciéon de las marcas fuese la misma y se corto 1 cm? de la placa
alrededor de cada recombinante positivo (Figura 1.1a). Se resuspendieron
mediante fuerte agitacion en 1ml de tampon SM (5,8 g/l NaCl, 2g/l MgSOs.
7H20, 50 ml/l Tris HCI 1M pH 7,5, 5 ml/l Gelatina 2% p/v) al que se anadieron
20 ul de cloroformo. Se conservaron a 4°C hasta que se realizé el segundo

escrutinio.

Se eligié un clon positivo para cada uno de los genes pgx1, pgx2, pgly
pg2 y se hicieron diferentes diluciones (107", 10,10, 10°, 107 y 10®) de cada
fago con buffer SM. Se infectaron células E.coli P2 con 4 ul de cada una y se
prepararon nuevamente placas. Se transfirieron a membranas de nylon sélo
aquellas que presentaban halos de lisis muy bien separados y se eligieron las
placas obtenidas con las diluciones 10® para la sonda correspondiente a pgx1,
10" para pgx2, 107 para pgl y 10° para pg2. Se hibridaron los filtros con las
sondas correspondientes y se identificaron los clones positivos en las placas.
Se recuperd un clon positivo para cada sonda con la punta de una pipeta
pasteur estéril con el fin de obtener un unico halo de lisis (Figura 1.1b) excepto
para la sonda correspondiente al gen pg2 en el que no pudo recuperarse un
unico halo de lisis.

Se volvieron a resuspender enérgicamente los fagos en 1 ml de tampodn
SM con 20 ul de cloroformo y conservados a 4 °C. Se hicieron diferentes
diluciones (107", 10°, 10°, 10®) a partir de cada fago positivo, se infectaron
células de E.coli P2 con 4 ul de cada una y se prepararon nuevamente placas
del modo previamente descrito. Las placas obtenidas con las diluciones 107
para las sondas correspondientes a los genes pgx1l, pgx2 y pgl y la dilucion
1073 para la correspondiente al gen pg2, fueron transferidas a membranas de
nylon. Se hibridé cada filtro con su sonda correspondiente. Se comprobd que
todos los halos de lisis aparecidos en las placas correspondientes a los filtros

hibridados con la sondas de los genes pgx1, pgx2 y pgl fueron positivos.

49



Capitulo 1: Caracterizacion de genes codificadores de PGs en FORL.

En el caso del gen pg2 fue necesario un nuevo escrutinio, por lo que, se
recuperé uno de los halos de lisis con la punta de la pipeta pasteur y se
resuspendié en 1 ml de tampén SM con 20 ul de cloroformo. Se hicieron
diferentes diluciones (107, 102, 10°, 10°) a partir del fago positivo, se
infectaron células de E.coli P2 con 4 pl de cada una y se prepararon
nuevamente placas y se transfirid la correspondiente a una dilucién 10
mediante el proceso previamente descrito. Se comprobd que esta vez todos los

halos de lisis producian sefial al hibridar el filtro con la sonda del gen pg2.

Titulacion y amplificacidon de los fagos positivos.

Se hicieron diferentes diluciones (10", 103, 10°, 10°) de los fagos que
en el ultimo escrutinio produjeron todos los halos de lisis positivos y se
contaron las ufp para titular cada uno de los clones gendmicos. Se
denominaron: Ayg1 al fago obtenido mediante el escrutinio de la genoteca
genomica con la sonda del gen pgx1, Aygx2 al obtenido con la sonda de pgx2,
Aog1 al obtenido con la sonda del gen pgl y Ayg2 al obtenido con la sonda del
gen pg2. Para amplificar cada uno de los clones positivos, se infectaron 300 pl
las células de E.coli preparadas con 500 pl de cada uno de los fagos (Aygx1,

Nogx2, Apg1 Y Apg2) Y S€ plaquearon como se ha descrito.

Se afadieron 10 ml de tampon SM a cada placa y se mantuvieron las
placas a 4 °C durante toda la noche para que el fago difundiera en el tampodn.
Se recogid la suspension del fago y se le anadié cloroformo a una
concentracion final de 5% (v/v), se eliminaron los residuos por centrifugacion a
5000 rpm durante 10 minutos, se afadié cloroformo a una concentracion de
0,3% (v/v) y se guardo el fago en esta suspensiéon a 4 °C. Se guardaron
alicuotas de 1 ml a —80°C de cada uno de los fagos positivos anadiendo DMSO
al 7% (viv).

Se titularon las amplificaciones de cada uno de los fagos utilizando el

mismo sistema y obteniéndose las siguientes concentraciones de fagos:
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900000 ufp/ml para el fago Aygx1, 40000 ufp/ml para el Aygx2, 40000 ufp/ml para
Apg1 Y 10000 upf/ml para Apgo.

Obtencién de las secuencias gendmicas de los genes de PGs.

Extraccion de DNA de los fagos positivos.

Se prepararon 5 placas de cada clon gendmico infectando células de
E.coli con 5x10* ufp por cada placa. Se recogieron 50 ml de suspensién de
cada fago positivo y se mezclaron con EDTA 0,5M a una concentracion final de
10mM y con SDS 20% a una concentracion final de 0,2%. Se agité la mezcla y
posteriormente se anadié 4 mg de proteinasa K (Boehringer Mannheim, USA) y
se incubo durante una hora a 56 °C. Tras la digestion con proteinasa K se
afadié un volumen de PCIA 25:24:1 y se mantuvo 10 minutos a temperatura
ambiente agitando el tubo suavemente por inversion. Se centrifugd 5 minutos a
8000 rpm. Se recupero la fase acuosa a nuevos tubos y se afiadié un volumen
de cloroformo:alcohol isoamilico (CIA; 24:1) se agito y se repitio la
centrifugacidon. Se recuperd el sobrenadante y se transfirio a tubos nuevos
donde se afadio 0,1 volumenes de acetato sédico 3M pH 7 y se mantuvo 5
minutos en hielo. Después se afadié un volumen de isopropanol y se dejé 10
minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos
en frio y se descartd el sobrenadante. El precipitado se resuspendié en 400 pl
de H>O mili Q. EI DNA fue visualizado y cuantificado en cada caso en un gel de

agarosa al 1%.

Digestion del DNA de los fagos .

Se digirié de forma individual 600 ng del DNA de cada uno de los fagos
Nogxt,  Apgx2, Apgt Y Apg2 con diferentes enzimas de restriccion y con
combinaciones de ellas: EcoR |, Pst |, Xho I, Alu, Sal | (Amersham Biosciences,
Gran Bretafia) en un volumen de 500 ul y en las condiciones necesarias para
cada una descritas por el fabricante. Posteriormente se precipitd con un

volumen de isopropanol y se obtuvo el precipitado por centrifugacion en frio a
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12000 rpm durante 15 minutos. Se resuspendieron las digestiones en 25 pl de
agua miliQ para visualizarlas en geles de agarosa al 0,8% y se transfirieron a
membranas de nylon (Figura 1.2).

poxl Pgx2

APAHSD A E P X E/P EXP/IX AP A EP_ EX PIX M
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2800

2140 »

AP_ SD E P X E/PEXP/X AP__E P E/P E/X PX S/P
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2800 —»

2140 >

pgl pg2

Figura 1.2: Digestiones de los clones gendmicos Apgx1, Apgx2, Apgl Y Apg2 . En verde se
senalan las bandas que fueron positivas en el Southern blot al ufilizar las sondas
correspondientes y que fueron subclonadas en un vector bacteriano. AP: DNA
fago Lambda digerido con Pst |, AH: DNA fago Lambda digerido con Hind lll, SD:
DNA del clon gendmico sin digerir, M: marcador de 100 pb, A: Alu , E: EcoR |, P: Pst
[, X: Xho |, S: Sal l.
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Transferencia de DNA.

El DNA se transfirio segun Sambrook, et al. (1989). El gel fue incubado
en agitacion durante 45 minutos en una solucién desnaturalizante (NaCl 1,5 M
y NaOH 0,5 M) y durante 30 minutos en una solucion neutralizante (NaCl 1,5
M, EDTA 1 mM y Tris-HCI 0,5 M pH 7,2). La transferencia del DNA se realizo
por capilaridad a una membrana de nylon Hybond-N (Amersham Biosciences,
Gran Bretafia) con una solucién 20XSSC (NaCl 3,0 M y acetato sddico 0,3 M
pH 7,0) durante una noche. Una vez retirado el gel, la membrana fue lavada en
una solucion 2XSSC y secada al aire durante 30 minutos. El DNA fue fijado a la

membrana a 80 °C durante 2 horas.

Hibridaciones vy deteccidén de bandas positivas.

Las membranas con el DNA digerido se prehibridaron a 40 °C durante
una noche en una soluciéon de formamida 50%, SSPE 5% (NaCl 0,9 M, fosfato
sddico 50 mM y EDTA 5 mM a pH 7,7), Denhardt 5% (Ficoll 0,02%,
polivinilpirrolidona 0,02% y albumina de suero bovino 0,02%), SDS 0,5% y 500
Mg de esperma de salmén desnaturalizado.

Las hibridaciones se llevaron a cabo a 40 °C durante 24 horas en una
solucién idéntica a la anterior con las mismas sondas de los genes pgx1, pgx2
,pgl y pg2 utilizadas para realizar los escrutinios. 35 ng de cada sonda fueron
marcadas por cebamiento al azar con el sistema de marcaje rediprime
(Amersham Biosciences, Gran Bretafia) con *P-dCTP (actividad especifica de
3000 Ci/mmol) a 37 °C durante 30 minutos.

Se realizaron 2 lavados de 15 minutos a temperatura ambiente en SSPE
2X 'y SDS 0,1%, 1 lavado de 15 minutos a 55°C en SSPE 2Xy SDS 0,1% y 1
lavado de 15 minutos a 55°C en SSPE 0,2X y SDS 0,1%. La deteccidn se llevo
a cabo mediante la exposicion del filtro hibridado con la pelicula Hyperfilm MP

(Amersham Biosciences, Gran Bretafia) a —80°C en oscuridad.

53



Capitulo 1: Caracterizacion de genes codificadores de PGs en FORL.

Subclonaje de las bandas positivas.

Para cada de los clones gendmicos Aggx1, Apgx2, Apg1 Y Apg2 S€ eligio una
combinacién de enzimas que rindiera un fragmento de un tamafo adecuado
para ser clonado en un vector bacteriano y lo suficientemente grande para
aumentar la probabilidad de que estuviera la secuencia gendomica completa del
gen correspondiente. Por ello, se eligieron los fragmentos EcoR I/Pst | de
aproximadamente 2200 pb para el gen pgx1, 3000 pb para pgx2 y 3600 pb
para pgl y el fragmento EcoR I/Xho | de aproximadamente 3100 pb para el gen
pg2 (Figura 1.2). Una vez elegida la combinacion de enzimas mas adecuada se
incubaron 1400 ng del DNA de los fagos Aygx2, Apg1, Y Apg2, Y 2800 ng de DNA de
fago Apgx1 , con las enzimas correspondientes en un volumen de 500 pl y en las
condiciones necesarias para cada una descritas por el fabricante.
Posteriormente se precipitdé con un volumen de isopropanol y se obtuvo el
precipitado por centrifugacion en frio a 12000 rpm durante 15 minutos. Se
resuspendieron las digestiones en 25 ul de agua miliQ para visualizarlas en
geles de agarosa al 0,8%. Se cortaron las bandas y se purificé el DNA de la
agarosa mediante el kit Gelex DNA Extraction kit (CAMGEN, Gran Bretafia)
segun las indicaciones del fabricante. Se comprobé el estado del DNA y su
concentracion en geles de agarosa al 1% después de la purificacién. Se
efectud el ligamiento de 10 ng de cada DNA obtenido con 10 ng del plasmido
Bluescript SK- (Stratagene, Alemania) y la transformacion de la cepa de E.coli
DH5a segun Sambrook, et al. (1989).

La seleccion de colonias, la obtencion de DNA plasmidico y la
secuenciacion se llevaron a cabo con los métodos descritos en el apartado
“Obtencién de sondas especificas de poligalacturonasas”.

Obtencion de las secuencias del cDNA

Medios de cultivo y obtencion del RNA.
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El RNA para las transcripciones inversas se obtuvo a partir de 1 g de
micelio de FORL r6 obtenido a las 24 h en el medio anteriormente descrito
(Cruickshank, 1983) suplementado con 1% de galacturdnico. Para extraer el
RNA se utilizé el kit Total Quick RNA (TALENT, ltalia) segun las instrucciones
del fabricante.

Todas las soluciones y el agua utlizadas se trataron con
dietilpirocarbonato (1 ul DEPC/ 1 ml solucién) durante 24 horas a 37 °C y luego

esterilizadas a 121 °C durante 20 minutos en el autoclave.

Transcripciones inversas (RT-PCR).

La transcripcidnes inversas para los genes pgxl, pgx2 y pg2 fueron
realizadas con el kit GeneAmp RNA Gold PCR Reagent kit (Applied
Biosystems, USA) a partir de 1 uyg de RNA total. Las mezclas de reaccion
contenian MgCl, 5,0 mM, 250 yM de cada nucleétido, inhibidor de la RNAsa
0,5 U/ul, transcriptasa inversa 1,5 U/ul y oligo-d(T) 1,25 pM en el tampon
indicado por el fabricante, en un volumen total de 30 pl. La reaccién de
amplificacion consistio en un ciclo de 20 min a 42 °C, 5 min a 99 °C y parada a
5 °C y se llevo a cabo en un termociclador Peltier PTC-100 (M.J. Research Inc.,
USA). EI cDNA fue mantenido a 4 °C. Se utilizé el kit GeneRACER Kit
(Invitrogen, Gran Bretana) para realizar la trascripcion inversa del RNA del gen

pg2 segun las instrucciones del fabricante.

A partir de la secuencia gendmica de los genes pgx1 y pgx2 de FORLr6
se disefaron dos parejas de oligonucleétidos para amplificar sobre el cDNA
obtenido como se ha mencionado anteriormente. Los cebadores usados fueron
pgx1-1F 5- ATG TTG TTC AAT AAC -3’ y pgx1-1622R 5-CTA TCC ATT GGT
TGT-3’ en el caso del gen pgx1 y los oligos pgx2-1F 5°- ATG AAG GTC TCG
AGC TTC TTC TC-3" y pgx2-1589R 5°- TTA ACC GTT GAA CTT ACT AAC C-
3" para el gen pgx2 sintetizados por Amersham Biosciences, Gran Bretafa.
Para el gen pg2 se utilizé el oligo pg2 673F 5-GGT ACC AAC ATC ACC TTC
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AC-3’y el oligo GeneRacer 3'Primer (5'-GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT
AAC G-3) presente en el kit GeneRACER Kit (Invitrogen, Gran Bretafia).

En cada reaccion de amplificacion se utilizaron 4,5 pyl de cDNA y la
enzima ampliTaq polimerasa (Applied Biosystems, USA) segun indicaciones
del fabricante (2 mM de MgCl,, 200 uM de cada nucleétido y 1 uM de cada
oligonucleétido cebador). Para llevar a cabo la amplificaciéon se utiliz6 un
termociclador Peltier PTC-100 (M.J. Research Inc., USA) con el programa de
amplificacion descrito a continuacion: 5 min a 94 °C; 30 ciclos de 1 min a 94 °C,
1 mina 58 °Cy 2 mina 72 °C; seguidos de 5 min de extension finala 72 °C y
parada a 4 °C.

Los productos de amplificacion fueron visualizados en geles de agarosa
al 1%. Se obtuvo una unica banda de un tamafo aproximado de 1350 pb en el
caso de pgx1,1400 pb en el caso de pgx2 y 660 pb para la amplificacion con
los oligos pg2 673F y GeneRacer 3 Primer. Las bandas fueron cortadas y el
DNA purificado con el kit High Pure PCR product purification kit (ROCHE
Applied Science, Alemania) segun las indicaciones del fabricante.

Cada banda, una vez purificada, se clond con el kit de clonacion para
productos de PCR pMOSBIlue (Amersham Biosciences, Gran Bretafa). El
ligamiento se realizd durante 20 horas a 22 °C y las células competentes
(MOSBIue) fueron transformadas siguiendo siempre las instrucciones del

fabricante.

La seleccion de colonias transformadas, la purificacion del DNA
plasmidico y la secuenciacion se realizaron como esta descrito en el apartado

clonacién y secuenciacion de los fragmentos obtenidos.

Analisis de secuencias.

El analisis de las secuencias obtenidas se realizdé con los programas
EditSeq y MegAlign del paquete informatico DNASTAR (Lasergene, USA). La
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determinacion preliminar de la similitud de secuencia se realiz6 mediante el
programa BLASTx, BLASTn y BLASTp ofrecido por el servidor GenBank
(Benson, et al., 2002) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Se utilizaron, asimismo, las bases de datos SignalP
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ (Nielsen, et al., 1997) y NetNGlyc 1.0
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ (Gupta, et al., 1999) para determinar

la presencia y longitud del péptido sefial y los lugares de glicosilacion tedricos

respectivamente.

Para el modelizado de proteinas se utilizd el servidor SWISS-
MODEL (http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html) (Schwede, et

al., 2003). Se utilizaron como modelo las estructuras de las PGs fungicas de F.

moniliforme (Acces. 1HG8), A. aculeatus (Acces. 11A5) y A. niger (Acces.
1CZF).

Para visualizar y manipular las estructuras obtenidas se utilizd el

programa Swiss-PdbViewer (Guex y Peitsch, 1997).

RESULTADOS

Obtenciéon de sondas de genes codificadores de PGs.

La obtencién de secuencias codificadoras de PGs en FORL se realizé
mediante el escrutinio de la genoteca gendmica del aislamiento de FORL r6,
utilizando cuatro sondas diferentes correspondientes a los genes de PGs de
FORL pgx1, pgx2, pgly pg2.

En el caso de los genes pgx2 y pgl se utilizaron como sondas
fragmentos de 753 pb y 750 pb, respectivamente, obtenidas mediante PCR del
DNA genomico de FORL en nuestro laboratorio (Posada, 1999). La sonda del
gen pgx2 se habia obtenido utilizando oligonucledétidos cebadores degenerados

disefados a partir de las secuencias del extremo N-terminal y de la secuencia
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interna obtenida después de la hidrdlisis con tripsina de la proteina nativa
PGX2 (Patifio, 1998). La sonda de gen pgl se obtuvo con oligonucleétidos
disefiados a partir de la secuencias de endopoligalacturonasa que habia sido

descrita en Fusarium moniliforme por Caprari (Caprari, et al., 1993b).

Para realizar el escrutinio del gen pgx1 se utilizé un fragmento obtenido
por PCR utilizando dos oligonucleétidos cebadores (pgxlup y pgxirv)
disefiados a partir de la secuencia del gen pgx4 de un aislamiento de F.
oxysporum f.sp. lycopersici (Garcia-Maceira, et al., 2000). El fragmento
obtenido era de 637 pb y presenté una homologia del 98% con la secuencia
aminoacidica del gen pgx4 (Genebank AF083075) de FOL, mediante el
programa BLASTX (Altschul, et al., 1997).

La descripcion de una nueva secuencia de ENDOPG en FOL (pg5)
(Garcia-Maceira, et al., 2001) permitié disefiar nuevos cebadores para obtener
una nueva sonda. Se disefiaron dos oligonucledétidos cebadores a partir de esta
secuencia y se amplifico el DNA gendmico de FORL. Se obtuvo un producto de
amplificacion de 682 pb cuya homologia, obtenida con el programa BLASTX,

con la region correspondiente del gen pg5 fue del 81%.

Aislamiento y caracterizacion de las secuencias de nucleétidos de

cuatro genes de PGs de FORL.

Caracterizacion del gen pgx2.

Se realiz6 el escrutinio de la genoteca gendomica con la sonda
correspondiente al gen pgx2 de FORL. En el primer escrutinio se obtuvieron 5
fagos positivos de los cuales se eligidé s6lo uno para continuar con los
escrutinios. Una vez finalizados, se extrajo el DNA del clon y se digiri6 con
diversas combinaciones de enzimas de restriccidon. Se determind mediante
Southern blot que fragmentos presentaban la regién que hibridaba con la sonda
del gen pgx2 y se seleccion6 uno de un tamafo adecuado para subclonarlo en

un vector bacteriano. El fragmento elegido resulté de una longitud de 2,801 Kb
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con un marco abierto de lectura de 1,589 Kb y unas regiones no codificadoras
de 668 bp aguas arriba (upstream) y de 544 bp aguas abajo (downstream)
(Figura 1.3a). La regién codificadora del gen se estimé mediante RT-PCR
resultando de una longitud de 1400 pb. La comparacion de la secuencia
gendmica con la del cDNA permitié determinar la localizacién y tamafo de los
intrones. En la secuencia del gen pgx2 se detectaron cuatro intrones cuyas
longitudes oscilaban entre 46 y 50 pb. La secuencia completa del clon
analizado (GenBank AF136444), asi como, la secuencia de aminoacidos
deducida utilizando el programa EditSeq (Lasergene, USA) se representa en la
figura 1.3a.

La secuencia del gen pgx2 se comparo con otras secuencias presentes
en el banco de datos GenBank (Benson, et al., 2002) mediante el programa
MegAlign (Lasergene, USA) mostrando una porcentaje de similitud entre el
27,9 y 49,8 % con las otras EXOPGs descritas en hongos filamentosos tales
como las codificadas por los genes: pgx4 de FOL (Garcia-Maceira, et al.,
2000), pgaX de Aspergillus tubingensis (Kester, et al., 1996), pgxl de
Cochliobolus carbonum (Scott-Craig, et al., 1998), pgx de Botryotinia fuckeliana
(Genbank AF145229) y el gen exopg descrito en A. nidulans (GenBank
AY237304).

La secuencia de aminoacidos deducida forma una proteina de 464
aminoacidos, con una masa molecular de 51,7 kDa y un punto isoeléctrico de
8,27 (Tabla 1.1). Mediante la utilizacion del programa SignalP V1.1 (Nielsen, et
al., 1997) se determind la presencia de un péptido senal de 18 aminoacidos,
con un punto de corte situado entre '®Ala y °Glu. También se pudo comprobar
la existencia de un punto de corte para la proteasa KEX 2 (Julius, et al., 1984)
en la posicién **Lys-**Arg. La masa molecular de la proteina deducida, a partir
de la secuencia de aminoacidos posterior al lugar de corte de la proteasa KEX
es de 46,6 kDa, valor que se aproxima al obtenido experimentalmente (50 kDa)
para la proteina madura desglicosilada (de las Heras, et al., 2003). Por medio

del programa NetNGlyc 1.0 (Gupta, et al., 1999) se determiné la presencia de 9
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posibles sitios de glicosilacion en las posiciones 115, 184, 224, 262, 274, 328,

353, 365 y 373.

tctcgcatgatgtccgtccgtagataagtcggtcctaccagtaccagggttaca
tctaaagttctttatccttaagtttaattacaactctgaagcccacgacagggt
cacgcccagccgcacgagcatccagaccgcttaacccaaaatcatggtgccttce
aacaaaaacgctaattcttgaattttagaagaaagaaactgtcatcccttctca
aacagtcgatccggtacgcgttgccccctcgaattttaacgttggggtttgegg
gggaattacctttgcagcgttcaatgggggcggggtgatctaccgctaagaatg
gggaaatacagctccacgggaactctgagccgcggataatttactgtccacgaa
tgagaagctgcccgctgggaa cttattcagagaaccactgtagacgacgc
tctgttagcgaaaacaacacttccaatctggggtttgttaacttttttgacatg
agacgaggagcattaaactagctatgcggcttagacccgcttgagaaactgggg
gtcatgtattcgggagtacctccgaaatgatcatccagtctttgtatataaaac
ctctaaacatccctatgtttcttttcttctgatcctcaagccaactcatcttct
gcactgacaatcttttcacaATGAAGGTCTCGAGCTTCTTCTCAACCCTCTCCC
M KV S S F F S T L S L
TCTTCGCAGGCGTTCTCGCCGAGGCCATCGACCTCCCTGCCGGTGTTCCTCGCA
F A GV L AEAIDLPAGVPR'S
GCATTGAAGAGTTCCGCGCCAAGCATCCCTATGAACTTCCCGTCAAGAGAAGTC
Il E E FR AKHPYELUPVKIRSH
ATCGCAAGGTCTACACTATCAGACATAGTAAGAACGACAACGATGATGTCTCGT
R K Vv Yy T1TRH S KNDNDD V S S
CAGAGTTCTATAAGGGCTTGAAGAAGGCGAACAAGGGAGGTACTCTGTACCTCC
E FY KGULIKKANIKGGTL Y L P
CCAAGGGTCAGACTTTTGTCATTGGAAAGCCCCTTGATCTCACCTTTTTGAATG
K 6 Q T F V1 G6GKWPLUDULTEFILND
ATATTCATGTTCATCTTGAGGGTGAGATTAAGTTTACCAATGATACGGAGTATT
Il H VvV HL EGETI K FTNDTE Y W
GGCAGAAGAATGCTTATAAGCATCCTTTCCAGgtatgtcactgaaaccttcatg
Q K N A Y K H P F
atgagttgagactaatggttgtagAACTCGATCATGTTCTGGAAGTGGGGTGGC

NS I M F WKW G G
AAGAACATCAAGCTTTACGGAAAGGGTGTTCTGAACGGTAACGGTCAGCGATGG
K N1 KLY G K GV LNUGNGU QR W

TGGAACGgtatgacccctcttatcatattttaggtcatattctaacaatatgca
W N E
gAGTTTGCCGGCAAGGAGATTCTTGACACTACCAACGCCTACCTCCGACCTATT
FAGKEI1T L DTTNAYULRPI
CTGTTCTATGCTCAGAACGCCACCAACCTGGACATCCAGGGAGTTCACTTCAAG
L F Y AQNATNULUDTI1I QG V H F K
GACTCCCCCTGCTGGACCAATTTTGTCGTCACCTgtaaggaaccctagccaagt
D S PCWTNUFV YV TS
cctgatgatcatgtactgatattcttctagCCAAGGACATCTCGTTCAAGGACG
K b1 S F K DV
TCATCTGCACTGCTCGCTCCACCAACGCCACTGCTCTTCCCAAGAACACTGACT
I ¢ T AR STNATA ALUPIKNTDF
TCTTTGACTCCCTGAACGTTGAGAACCTCAATGTTGAGCGTGCCTGGGTTGACA
F DSLNVENTULNVERAWVDI
TTGGTGATGATTGCTTCTCCCCCAAGAGCAACGCCACCAACGTCCACGTCGACA
G DDbCFSPKSNATNWVHVYVDT
CCATGTACTGTAACGgtaagctcactccactcctcgcatcacatagcttttact
M Y C N G
aataaccttagGCACCCACGGTCAGTCCATTGGCTCTCTCGGCCAGTACAAGGG
T HGQ S I G S L G QY K G
CGAGATGTCCTTCGTCAAGGACGTCGTCATCGAGAACGTCTGGATGCTCAACGG
EMSFV KDV V I ENVWMTL NG
CCAACACGGCGCCCGTCTCAAGACCTGGGCCGGCCCCGACATCGGCTACGGCTT
Q HGARLIKTWAGUZPUDTI GY G F

-615
-561
-507
-453
-399
-345
-291
-237
-183
-129
-75
-21
34
12
88
30
142
48
196
..66
250
84
304
102
358
120
412
130
466
140
520
158
574
161
628
178
682
196
736
208
790
216
844
234
898
252
952
270
1006
275
1060
289
1114
307
1168
325
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CATCGACAACGTGACCTTCCGCAACTTCTGGGGCGGCAACAACGAGTACACCGC 1222
I DNV TFRNIFWGGNNEY TA 343
CTTCATCGACTCGTGCTACTTCAACATCAACGCTACTACTTGCGCCCAGTACCC 1276
F I DS CYFNTITNATTT CAQ QYWP 361
CTCTCGCATGAACATCACAAACATTCTCTTCGAGAACTTTACTGGTTACAGCTC 1330
S R M N IT TNI L FENZEFTGY S S 379
CGGCAAGTACGGTAACGCTGTTGCCAAGTTGACTTGCTCGACTAGCAAGGATGC 1384
G K YGNAVAKLTT CSTS K DA 397
TGTCTGTGAGAACATCAAGTTTAAGGACTTTAACATCAAGACTCCTTGTGGTGG 1438
v ¢ ENIT K F KDFNT KTWPCG G 415
AGATCCTGTGTTCTTGTGTGATGGTGTTAAAGATATCGGTGTGGATTGTGTTAG 1492
Db PV FLCDSGVIKDT1I1I GV DC V S 433
TGCTACTAGTACGGCGGGTAAGGCTGCTTTGGCGAATAAGTGTGTTGCGCCTCA 1546
AT S TAGKAALANIKTZ CVAUPDQ 451
GGCTTCTGCGAGCCCTTTCAAGGTTAGAAAGTTCAACGGTTAAgagatgagggg 1600
A S A S P F KV R K F N G Stop 464
ggttggggtaat gttgtacgatgaatgagatatcgatggcttttggccat 1654
tgactttgacttttgaaattttgataaccaactgtgatatcttctgtggctcaa 1708
gctcgtagagagccagaaacatttctttgcgagaagtaaagaatcatgcaagaa 1762
caaggtcaaggttgaagggataggttgaagggataggttcgagaaacgaagttg 1816
ccattttgatggatctggaatgctggataaataccttgagcaagtcgatcttac 1870
caacggacctactatgttacagaacttgtttaattcttctgtagcacaaagcga 1924
tttgaattttgatggcgtaatgctgttaaagaatcaaagattggtttgcatgta 1978
acctagtagttaggaaacatcgccaggttgaataaagtgataatttggggcttt 2032
agattttacacggcaaagaactgaagtgcttgaacaataacgaaacactgttaa 2086
gaagctgagcttgcagtctctcagtgaaagaaataaacccagaataa 2133

Figura 1.3a: Secuencia de nucledtidos del gen pgx2 de FORL y secuencia de
aminodcidos deducida con el programa EditSeq (DNAStar, USA). Las regiones no
codificadoras estn en minusculas, las tedricas cajas CAAT se senalan en rojo, TATA en
rosa y la secuencia que rodea al codon de inicio ATG en azul. En naranja se senala la
hipotética secuencia de comienzo de la transcripcién. Los aminodcidos que forman el
péptido senal estdn subrayadas con doble linea y los que van hasta la zona de corte
de KEX con linea sencilla. Los supuestos lugares de glicosilacién estdn en negrita vy
subrayados. En los intrones las secuencias implicadas en su procesamiento estdn en
negrita. En verde se senala la hipotética secuencia de poliadenilacion.

Caracterizacion del gen pgx1.

Se realizo el escrutinio de la genoteca gendmica de FORL con la sonda
correspondiente a el gen pgx1 y se procedié de la misma forma que en el caso
de pgx2 para obtener la secuencia completa del gen. El fragmento elegido
presenté un tamafio de 2296 pb con un marco de lectura abierto de 1622 pb y
con unas regiones no codificadoras de 631 pb aguas arriba y 43 bp aguas
abajo. La secuencia codificadora completa del gen pgxl se compard con el
programa BLASTX con otras secuencias presentes en el GenBank (Benson, et
al., 2002). Se observd que dicha secuencia mostraba una identidad del 90%
con la pgx4 de FOL (Garcia-Maceira, et al., 2000) pero a pesar de la elevada
similitud entre los dos genes, se apreciaron cambios significativos de perdida y
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recuperacion del marco de lectura en las regiones correspondientes a la region
C-terminal de ambas proteinas. Debido a estas diferencias entre ambas
secuencias decidimos denominar al gen caracterizado en FORL pgx1l para
distinguirlo del caracterizado en FOL pgx4. Mediante RT-PCR se obtuvo una
banda de un tamafo aproximado de 1300 pb que correspondia al cDNA del
gen pgx1 de FORL. La comparacion de la secuencia gendémica con la del cDNA
obtenida se indicaba la presencia de 5 intrones cuyas longitudes oscilaban
entre 45 y 59 pb. La secuencia completa del clon analizado (GenBank
AF395107) asi como, la secuencia de aminoacidos deducida utilizando el
programa EditSeq (Lasergene, USA) se representa en la figura 1.3b.

La secuencia de aminoacidos deducida forma una proteina de 455
aminoacidos, con una masa molecular tedrico de 50 kDa y un punto isoeléctrico
de 5,97 (Tabla 1.1). Se dedujo la presencia de un péptido sehal de 24
aminoacidos mediante la utilizacion del programa SignalP V1.1 (Nielsen, et al.,
1997) y el lugar de corte de la proteasa KEX (Julius, et al., 1984) entre las
posiciones *Arg y **Pro. Se observé por medio del programa NetNGlyc 1.0
(Gupta, et al., 1999) la presencia de 10 posibles sitios de glicosilacién en las
posiciones 135, 174, 210, 264, 276, 303, 308, 340, 365y 375.

aattctctcatgcaatcaagttctcgaccgtgttgtgacaattggttggagaac -578
atcaaaaacctcttgtcagtccatcatgaacttcggtgtaagatggtgaagtgg -524
gggtatttttagcatcctcttcaagggagttgagatgaggaacaagcctgactg -470
tagacctagacatgatttgagcaagcagggccttgcatactactcaatgtcatg -416
cccgtaacatccgattcaaccgagaagacgttaacatttggctgcaagctggca -362
atccagctcattcaaccttggggtagtttggggggtttgggggatctccggaaa -308
tgaaccagtagcaaggggaaactcaaaatcatggtaatgatgttcattggccaa -254
tttgcggagaaagcgatattgaatcctaccccgcaatttaagtaaatggcatcg -200
tggggtaaagcgtggtttggaaacgatagcgatcggtgcctgtggatctcacct -146
gaactttagccagaatatcagacatagttgttccaccaatagcaatgtctacta -92
tgaaagatatccaaaggtctggtataatataaagacgtgagtttggcgttgaca -38
atatgtttcgctatcagcagctcattcgagaatcaacATGTTGTTCAATAACGT 17
M L F N N V 6
TCTTTCGGCGGTCGCCGTGTCTGTTCTTGTGTCGTCAGTTGTTGGCACCTCGTC 71
L S AV AV SV L VS SV V G T S S 24
TCGCAACTCGGCGTTACCCAAGAGGCCCCATGTTGAGGCTGCACCCTATGGTAC 125
R NS A LPKIRWPHVEAAPYGT 42
AGGCAAAGCCTTTCCTGCCTCTCCCGCGCGATCTCGCAAGGACTTCTGTTATGT 179
G K A°FPASZPARSI RIKUIDTFTCYYV 60
CAACCCTGGCAAGGGTAAGAATGTCGACGATGCTCCTAGCATTTTGAAAGCATT 233
NP G K G KNV DDA AWPS 1 L K AF 78
CAAGAAGTGCAACAAAGGAGGCACAATTGTTCTTGATCAGAAGTACAGCATTGC 287
K K CNK GG T 1 VL DQK Y S 1 A 96
CTCGCCACTCGACTTGACCTGGCTCGCTCATGTCGATGTTATCATTACTGGAGA 341
S PLDULTWULAMHVYVDV I I TGE 114
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GGTCAACTTCAAATCCGACCCATACTACTGGGCAGACCACAGCTTCAAATATGA
vV NF K S DPY Y WADWHSF K YD
CTTCCAGAACATGTCCTCGTTCTGGAAGATCGGCGGCAAGGACATCCATATTTA
FQ NMSSFWI KT G G KD I H 1Y
TGGCGATCTGACAAAGGGGGAGTCTCTGCTTGATGGTCATGGGCAAGCTTACTG
G DLTIKGESULLDGHGU QAY W
GGAAGAGATGGCTGTCAACAAGACTgtaagtcgtgatatatcccagcactactc

E E M AV N K T
CgtttccagtcgatactaattgtcataaagT TACTGAGACCAATTCTGTTGACA
L L RP 1T L L T
ATTGAAGACGCCCATGGTCTCACCATGTCAAACCTGCGAATGAGAAACCCGCCC
Il E D AHGLTMSNULIRMRNPP
AATgtaagtctcagttacatcaagcatagtcctctactcacatgaatcagTGGT
N W F
TCAACATTATCATCAACAGCACGGACGTGTTGATCAGTGATTTAGAGCTTGAAG
N1 I I NS T D VL 1 S DULETLEA
CCAAGAGCTTGAATGGTGTCAAAATCGCCAACTCTGATGGTTGGGATACATACC
K S L NGV K 1T ANSUDGWUDT YR
GTTCCGACCGCATTGTTATCCAAAACTCCGTTATTGACAATACCGACGgtaagt
S DR I V1 Q NSV I DNTDD
GgccacttgaccaggttctattcaccttcttacaacagtagATTGTGTGTCTTT
C V S F
CAAGCCAAATAGTACAAACGTGGTTGTTCAGAACCTCGTGTGCAATGGCTCTCA
K P NS TNVVV QNULVCNG S H
CGGCATCAGTGTTGGCTCCCTGGGCCAGTATAAGGGTGAAACCGACATCGTGGA
G 1 SV 6 SL 6 QY KGETD I V E
GAATCTTTACATCTACAACATTTCCATGTCCAACGCCAGCGATGGTGCTCGAAT
N LY I YNIT S MSNASUDGATRI
CAAGGTGTGGCCTGGTGTTGAGACTGCCTTCCAGAGTCTGTTGAACGGCGGCGG
K vw®PSGVETAFOQSULILNGGG
TGGTCTCGGCCGTGTCAGAAACGTGACATACGATACGTTCTACCACGAGAATAA
G L GR VR RNWVTYDTE FYHENN
CGATAACGCTATTACCATTACTCAGTGTTATGGCCAGAAGAACCAGACTCTGTG
DNAT TI1TTOQZCY G Q K NQ T L C
CAACGAGTTTCCAgtaagtttgactaacataaatgaactacctgtcactgacaa
N E F P
ttaataccagGCAAACTTGACTATTGAGGACGTCACGATGAAGAACTTCTGGGG
A N L T I EDV TMIKNF WG
AACAGTTTCAACGAAATACGACCCACGAGCTGGATCTCTTGTTTGCAGTGCACC
T vsSTKYDWPRAGSTULVCSAFP
CGATgtaagcacacaatgccaaatacacagtggagttgactgacatcattacag
D
CGTTGCAGTAACATCGTGGCTGAGGATATTAAAGTCCAGGTTCCAAGCAAGAAG
R ¢CS N1 V A EDI KV QV P S K K
CCACCGGTCTACGACTGTCAGAACATCGACACGAGCACCTTGGATATTACATGC
P PV Y DI COQNIDTSTULUDI1I TSC
CGAGACCCAACCAATGCCAGGGACACAACCAATGGATAGgaacatcaggctgat
R DP TNARUDTT N G Stop
cgaccta aattcaagatccgttga

395
132
449
150
503
168
557
176
611
184
665
202
719
205
773
223
827
241
881
257
935
261
989
279
1043
297
1097
315
1151
333
1205
351
1259
369
1313
373
1367
388
1421
406
1475
407
1529
425
1583
443
1637
455
1665

Figura 1.3b: Secuencia de nucledtidos del gen pgxl de FORL y secuencia de
aminodcidos deducida con el programa EditSeq (DNAStar, USA). Las regiones no
codificadoras estdn en minusculas, las tedricas cajas CAAT se sefalan en rojo, TATA
en rosa y la secuencia que rodea al codon de inicio ATG en azul. Los aminodcidos
gue forman el péptido senal estdn subrayadas con doble linea y los que van hasta la
zona de corfe de KEX con linea sencilla. Los supuestos lugares de glicosilacion estan
en negrita y subrayados. En los infrones las secuencias implicadas en su
procesamiento estdn en negrita. En verde se seiala la hipotética secuencia de

poliadenilacién.
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Caracterizacion del gen pqgl.

Se realizo el escrutinio de la genoteca genémica de FORL con la sonda
correspondiente al gen pgl. Tras finalizar el escrutinio y el proceso de
subclonaje se obtuvo un fragment6 de 3365 pb que presentaba un marco
abierto de lectura de 1319 pb y unas regiones aguas arriba de 1538 pb y aguas
abajo de 508 pb. La secuencia de aminoacidos se compard con secuencias de
ENDOPGs del género Fusarium presentes en el banco de datos GenBank
mediante el programa MegAlign (Lasergene, USA) y se observd un porcentaje
de similitud del 99.5% con la ENDOPG1 descrita en FOL (Arie, et al., 1998).
Comparando ambas secuencias por medio de un alineamiento realizado con el
programa MegAlign (Lasergene, USA) se determinaron el numero y la posicion
de los intrones. Se observé la presencia de 4 intrones de longitudes que oscilan
entre 47 y 50 pb. La secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina
PG1 asi como las regiones adyacentes no codificadoras 5" y 3" (GenBank
AY485190) y la secuencia de aminoacidos deducida se muestra en la figura
1.3c.

La secuencia de aminoacidos deducida mediante el programa EditSeq
(Lasergene, USA) forma una proteina de 371 aminoacidos con una masa
molecular y un punto isoeléctrico tedricos de 38,5 kDa y 6,65, respectivamente
(Tabla 1.1). La presencia de un péptido sefal de 16 aminoacidos, se determino
mediante la utilizacién del programa SignalP V1.1 (Nielsen, et al., 1997). El
lugar de corte de la proteasa KEX se sitlia entre las posiciones %?Arg y *Asp.
Se observo por medio del programa NetNGlyc 1.0 (Gupta, et al., 1999) la

presencia de 2 posibles sitios de glicosilacion en las posiciones 278 y 283.

gctgcagaaatgtattcgattatggcattgctaacattgcttggtgaagatgtg -1485
agctgaggcataggattgcaagcatgggagccaaccagggatcgttatgttact -1431
tcaggatagctctctggttcttggagatgttaaaaagacgacatgcctttctga -1377
caattcgttttcgctctcgacgagtattgttattgtaaaactcagtgttctaat -1323
caatgaaacccaaaccatgtgtatctctatggttcgagcttgggaaaacttcgc -1269
ctagtcaagaatcggttcttctgtgtccatgtcttcgaccgtgagaaattgagg -1215
cttctcagtgtggttacgtggaatcgacaaggatgaatgtgaaaccaacatgtg -1161
gtattaagatcggaatagagttgccggtcatgaccttgcacttttacaggcata -1107
gagggggaaagcaatctgattagcggatcttattaccccgtaccccgcaaattt -1053
gtccccatgggcaattgtgaaagttaaatccatataaggagcccccaatccgceg -999
atctgccagacgaacctggaatagcttctaggtggtcgggctaacgtgacacta -945
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tctccggtccgtaagacagatctcgactaagcttgagtgaaattatggatgata
gagtttggggaagtctggggtattattgggggtggcttatccgtcttttacttg
gtcttttccgccagaggagagttcattcgaatcggtatcgtgcacgcagagaga
ggattgtgggtttttaggcggactggcacgtcaaagttcagatgaatgagattg
agaaaggcaatcaattaagggataaataacggaccctacagggactctaggaga
ttggttccatgtttcaagtttcatgatagctgagagttagccggactcggaata
aaaggtaccgaagcgacgaatcccagaaaccagcttgagccagaacggcaacat
agcagacatagacagagtgatctcagaaacactcactaatgcatcgaatcattc
cgagaaacacgagtcacttacagcaaatttcagggtagggaatggctcctcgcc
taaacttggcgaaacactttaacccatttgggcaattccctgcattatcccacg
aatcacacaatagcgcaccgaccttcaagtgccgaactgccgagaagtcgttga
acgaccatgcctgtaaatatttccgacgtggagaaattcccattatagcgcgac
tcgcacgttttgagcgtgccgtatagccagagtgccgataccgatttagacatg
ctgagtacggggtaggggttctaagatgaatggaatgggaatgactatcttctg
gaacgacgagacggaatttgaatattccttcaatgggatctgggagtacgattg
cagttgaatagaatagatgatgatctataaaacatcatcttgtgccaacttcag
aaagagtctgaattgattcatcgc cacttcaacaaccctttgcatcctct
tgtctttgtctcactcgaatatcacaATGGTTCGAAACATCGCTATTGCGGCTT
M V R N I A 1 A A L
TGCTGCCAGCTGCCTTTGCTTCAACGCTGCCTgtaggacaaccaactcgttcca
L P AAF ASTL P
agctcacaccactaacaaatttcagAAGCGAGACCCTTGCAGCGTCACTGACTA
K R DPCSV TDY
CTCCGGCCTCGCTACCGCCGTCTCATCTTGCACAAACATTGTGCTCAACGGTTT
S 6L ATAVSSCTNIVLNTGF
CCAAGTCCCCACTGGCAAGGCTCTTGATCTATCCAAGCTCAAGGACGGCGCAAC
Q VPTG KA ALDU LS KLKDGA AT
CGTTACCTTCAAGGGCAAGACCgtaagttactttctccgtgtatctgaggagtg
vV T F K G K T
ctaaagctgaacgtgatagACGTTTGCCACTACTGCCGATAACGACTTTGATCC
T F A TTADNUDF D P
TATCGTCATTAGCGGAAATGGCATCACTATAACTGGTGCATCTGGCCATGTCAT
I v 1 S GNGIT T 1 T G A S G H V I
TGATGGTAACGGCCCGGCGTACTGGGATGGCGAAGGTTCTAACAACAAGGACAA
D G NGPAYWUDGEGS NNK DN
CCCAAAgtattttccccacgacctgttgcaacagaggatatactgaccttacaa
P K
agGCCCGACCATTTCATCGTTGTCAAGAAGACTACTGGCAACTCAAAGATCACA
P DHF I VVKIKTTGNSK 1 T
AACCTAAACATCCAGAATTGGCCTGTTCACTGCTTCGACATCACAGGCAGTTCA
N LN T Q NW PV HTCU FD 1 TG S S
CAATTGACCATCTCAGGGCTCATTCTTGATAACAGACTTAGCGACAAGCCCAAT
QL T 1T S G L I'L DNIRWLS DK P N
GCCAAGAGCGGTAGTTTGCCCGCTGCGCACAACAGCGACGGTTTCGACATCTCG
AAK S G S L PAAHNSDTGTE FTDI1 S
TCCAGTGACCACGTTACTCTAGATAACATTCATGTTTATAACCAGGATGACTGT
S S DHV TLDNIHVYNOQDDC
GTTGCTGTCACTTCGGGTACAAACATCATCGTCTCCAACATGTACTGCTCCGGT
vV AV T S 66 TN 1T I V S NMY C S G
GGTCATGGTCTTAGCATCGGATCTGTCGGTGGCAAGAGCAACAATGTCGTCAAT
G HGUL SI1 6GSV GG K S NNV VN
GGTGTTCAGTTCTTGGATTCGCAGATTGTTAACAGTGAGAATGGATGCCGCATC
G VQ FLDSQ1T VNSENSGTCR RI
AAGTCCAACTCTGGCACAACTGGCACGgtaagcaaacacccaacccatcacgtg
K S NS G T TG T
cattctcaggaactaactgtgttattagATTGCGAACGTCACTTACCAAAACAT
I ANV T Y Q N 1
TTCCCTTACCAACATCTGCAAGTATGGTGTCGATGTCCAGCAGGACTATCTCAA
S L TNITCIKY GV DV QQD Y LN
CGGCGGCCCTACTGGAAAGCCGACCAACGGAGTCAAGATCAGCGGCATCAAGTT

-891
-837
-783
-729
-675
-621
-567
-513
-459
-405
-351
-297
-243
-189
-135
-81
=27
28
10
82
20
136
30
190
48
244
66
298
73
352
85
406
103
460
121
514
123
568
140
622
158
676
176
730
194
784
212
838
230
892
248
946
266
1000
275
1054
284
1108
302
1162
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G G PTG KPTNGVK 1T S G I K F 320
CATCAAGGTCACTGGTACAGTGGCTAGCTCTGCTCAAGATTGGTATATTCTGTG 1216
I K v . T.6G T V A S S A Q D WY 1 L C 338
TGGCGATGGTAGTTGCTCTGGATTCACTTTCTCTGGAAACGCCATCACTGGTGG 1270
G DGSCSGFTFSGNATITGG 356
TGGCAAGACTAGCAGCTGCAACTATCCTACCAACACTTGCCCTAGCTAAgtcta 1324
G K T S S CNYPTNTC P S stop 371
agcgggacgatcatcactccctgttcactaagcttgaactcagtcaaagagtgg 1378
tcttacggttgttgcgtggaattgctgcggcgggcagttgtgagecttgggtcta 1432
agtgtttgtccgatagtcactaggcttatcttagcaatacactttattta 1486
tcgcagcagtctacatatcaagtactattttagtaatacgccactccgacattt 1540
tgtagtataagaatgagtgttctgctgcttgcactagttgcagtcccagtgcaa 1594
aagtgtaattgtaagacaggtagcatgggtactggtgcaaaacatatggctaaa 1648
aggcctagtggattgctgctcgcaggtgatggcttgttcatcctggcagtgcaa 1702
caaggtcatcaatccgttaaacgcaagtactcacatagacctaacgactttgca 1756
actgttttttaggatgtgaccaagttcgatcccagcgtccttgagtataacaga 1810
gccgacagccaacttct 1827

Figura 1.3c: Secuencia de nucledtidos del gen pgl de FORL y secuencia de
aminodcidos deducida con el programa EditSeq (DNAStar, USA). Las regiones no
codificadoras estan en minusculas, las tedricas cajas CAAT se senalan en rojo, TATA en
rosa y la secuencia que rodea al codon de inicio ATG en azul. En naranja se senala la
hipotética secuencia de comienzo de la transcripcion. Los aminodcidos que forman el
péptido senal estdn subrayadas con doble linea y los que van hasta la zona de corte
de KEX con linea sencilla. Los supuestos lugares de glicosilacion estdn en negrita y
subrayados. En los infrones las secuencias implicadas en su procesamiento estdn en
negrita. En naranja se senala la hipotética secuencia de comienzo de la transcripcion.
En verde se senala la hipotética secuencia de poliadenilacion.

Caracterizacion del gen pg?2.

Se realizo el escrutinio de la genoteca genémica de FORL con la sonda
correspondiente al gen pg2 hasta obtener un clon genémico denominado Apgo.
cuyo DNA fue digerido con diversas combinaciones de enzimas para obtener
un fragmento que pudiera ser subclonado en un vector bacteriano. El
fragmento Xho I/EcoR | del clon genémico A, fue secuenciado obteniéndose
una secuencia de 3462 pb donde se observé la presencia del comienzo de un
marco abierto de lectura de 1113 pb y una region aguas arriba de 2352 pb. La
secuencia codificadora completa obtenida fue comparada mediante el
programa BLASTX (Altschul, et al., 1997) presente en el GenBank, con la
secuencia del gen pg5 de FOL (Genbank AF078156) mostrando una identidad
del 86%. En la secuencia obtenida se observo la presencia de una diana EcoR
| no encontrandose la totalidad de la secuencia codificadora de la proteina
PG2, por lo que se recurrio a la técnica RT-PCR para obtener la parte final de
la secuencia codificadora (entre la posicién +1107 y la +1131). La secuencia
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completa obtenida presentaba un marco de lectura abierto 1131 pb y unas

regiones no codificadoras adyacentes de 2349 pb aguas arriba y 150 pb aguas

abajo. La secuencia de nucleétidos obtenida asi como la secuencia de

aminoacidos deducida se muestran en la figura 1.3d (GenBank AY485189 ).

La proteina codificada a partir de dicha secuencia estaria formada por

360 aminoacidos y presentaria un peso molecular de 37,2 KDa y un punto

isoeléctrico 8,34 (Tabla 1.1). Se determind la presencia de un péptido sefnal de

17 aminoacidos usando del programa SignalP V1.1 (Nielsen, et al., 1997). Se

observé por medio del programa NetNGlyc 1.0 (Gupta, et al., 1999) la

presencia de 5 posibles sitios de glicosilacién en las posiciones 211, 218,

245,293, 334.

gatcagatacacctgcaactggctggtaggggccga
cggcgctgggtcagccgtceccgcagactctccgacatcacatttgacggettcte
ttggcccaaggaagacttcgtcgcaaccaacgtacgctttgatttcatgaagca
tgggttttcgaccgccaactttatcatggaccctgtgcactggtccgtcgtatg
cattctagacgacgctggcctttggcgttgtgectttggtgttaaggcgggaat
gacaaacgatgagattcgggccgagatcgatgagcactacaagcacatctttcc
agtctggcccgtcgaatacgagctcgtggagctaaacaagtacaagccgcatca
gagatgtgcctcgacatttaggaaaggaagagttttgctggcgggagatgcagce
tcatgtgcgtactgattctcagagacccttgtaaccatattccgcgagatcatc
tgaagtactgactcataacctgtagagcccaaccctattggaggactaggcttg
actacaggcctcttggacgcgggacccctcggtcgegetcttggtgecgtgata
aacggtcgagcaccagaaggcctccttgactactgggcaaatgcgcgtcgeggce
aagtggctcactttcacgaatgccttctccattgagaataagagaatgatccag
atggccggatacagtgaagaccctcttggtatatgggccgatgacgaagtcgece
aaagaacataacatggagaagtgggtaaggacggcaactccgggaaagaaacag
gaggacactcagttctatgagtcgctcgcagaccttcataaccaggatatgttc
catgtgaggcaatggagcattactcttgatcctcggtggatggaggaatacgag
gatccagaggtcgtaaagtacagaatttcccttcggccagatagactttaagtg
tacgtatactggtcccatctggacaccaatcggggcctgcgcgactcggagtca
ccggaattaggttacgagcttctaaatactggcaaagtgaaagtagctctcata
taacaaggatccgccttttcttctctgagtaatgcggagtgagacgaacaacaa
ctaatacagtgattcttatgatcatttgaaggacgagattgcctttgaatatac
aaagatgcgtgctacagtgaggttagaaaaggaatcagaatgaggtcgtctgca
tggcggcatgtttggtcctatgaaaacttgtaatggctttgcagagtatgggtt
aatgggatgcaagctcaccacaacacttgatacctattgattggtgtctcccag
tacttggaacttactcctgggacacatttttcgggtttccgacccagactcctc
tccaattgggggcgccttatcagcttgggttctcactgttgatggcatagaatt
tgtctcattacccggcacatatactcctctggacgataaaaatgagacaaatgg
gctctgagaagttcgagacgcttgcttcccccattcaaatcgeccatgcccccaa
tcacactatgttgatatatcggagctagagggaaaagataatctgtgcaacatt
tagtgttagacttaaaggaggtaaaaatcaacgttaacttagtaaagtcaaatt
ctaaacagaatagagttcgccgttccgttgctaatgaagtaggtagtgtcaget
cgtaaagaccacataatctggggaaatacacccacgaatgaaaagaatcaccga
cgtgccttattggcgaaaagcttcgggggaagctatattggctagtgcaattgg
ggacacgcaacgtgcagcagctttacttatttaaaaatcgtttgagaaacagtt
ggaatgcgttcaatgtgccgggcatccgagatggtccagattcccagactcgat
ggtgaaacatgacagcctgacaggtgctctggaaaaatgcagtccaccaattga
ctaagcttcttgtggcgtcgaggttggcgtttcaatcttaaccccggtagattg

-2316
-2262
-2208
-2154
-2100
-2046
-1992
-1938
-1884
-1830
-1776
-1722
-1668
-1614
-1560
-1506
-1452
-1398
-1344
-1290
-1236
-1182
-1128
-1074
-1020
-966
-912
-858
-804
-750
-696
-642
-588
-534
-480
-426
-372
-318
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ggggctatgtggagcatcaatctaattcccgaacctcccaaaaccaaactcgeg -264
atccctaatcaagatgcagggccgatggtgttgtaaacacgggccactatcacg -210
gctgaacggcatctatgcgcggacatctcatgattcgagcttcaaatgcgcgct -156
tcagatatagggagtgcacttagtatataagagagccgcatgctcttggcattg -102
tctatcttgttcttggcatcagcattccattcaacagtatacttcaattcgtat -48
atacactttctctaaacttccattcttttaacaatccattcattaacATGTTCT 7
M F S 3
CTTCAACTGTCCTTCTCAGCGGCCTGGTCGCCTCCGTACTTGCGGCCCCAGCTC 61
S T v L L § G L VA SV L AAUPA AL 21
TTGAGCCTCGTGCCGGCAGCTGCACTTTCACCGATGCTGCTACTGCTATTAAGA 115
E PRAGSCTUFTDAATA A1 KN 39
ACAAGGCTGGCTGCTCTACTATCACCCTCAACAACATTGCCGTTCCTGCCAAGA 169
K AG C S T 1 T L NN T AV P A KT 57
CCACTCTCGACTTGACCAAGCTCAATGATGGCACTCACgtgagctaactcatat 223
T L DL T KL ND G T H 69
CtctatccatgcaaatctaacaaaacttgcagGTCATCTTCCAGGGCAAGACCA 277
vV I F Q G K T T 77
CTTTCGGCTATGCTGAGTGGGAGGGCCCTCTCATCTCCTTCACTGGTAACAATC 331
F G Y A EWEGWPUL 1T S FTGNNL 95
TTCTCATCGAGGGAGCTGCTGGACACTCCATCGACTGCGAGGGTAAGAGATGGT 385
L 1 E G A AGHS 1 DCUEGIKIRWW 113
GGGACGGCAAGGGCAGCAACGGCGGCAAGAAGAAGCCCAAGTTCTTCAGCGCCC 439
D G K G S NGGIKKKPKFF S AH 131
ACTCTCTCAAGAACTCCAACATCAAGAACTTGAACGTTCTCAACACCCCTGTCC 493
S L K NSNIT KNULNWVLNTPVAQ 149
AGGCCTTCAGCATCAACAGCGTCACCAACTTGGGCGTCTATGGCGTTCACATGG 547
AAF S 1 NSV TNWLGVY GV HMTD 167
ACAACTCTCTCGGCGACTCTCTCGGCGGACACAACACCGATGCTTTCGACGTTG 601
NS L GD S L G GHNTDATFD V G 185
GCTCCTCTAACGGCGTGTATATCTCTGGAGCTGTTGTCAAGAACCAGGACGATT 655
S S NGVY Il S GG AV YV KNQDDC 203
GTCTCGCCATCAACTCTGGTACCAACATCACCTTCACCGGCGGCAACTGCAGTG 709
L A1 NS GTNI1TUZFTG GGNTZCS G 221
GCGGCCACGGTCTCTCCATTGGATCCGTTGGTGGACGCTCTGACAACACCGTCA 763
G HGUL S1 6GSV G GRS DNT VK 239
AGACTGTCCGCATCCTCAACTCTTCCATCTCCAACTCCGACAACGGTGTCCGCA 817
T VvV R 1 L NS S 1T S NSDNGV R I 257
TCAAGACCGTTTCTGGCGCTACCGGTTCCGTTTCCGATGTCAAGTACGACACCA 871
K T vs G ATGSV S DV KYDTI 275
TCACTCTCTCCAACATCGCCAAGTACGGTATCGTCATTGAGCAGGATTACGAGA 925
T L S N1 A KY G 1 V I E Q DY E N 293
ACGGTTCTCCTACTGGAACCCCCACTGCTGGTGTCCCCATCACCGACGTCACCA 979
G S PTGTW®PTAGVPI1 TDVT.I 311
TCAACAAGGTCACCGGAACTGTCAAGTCCAGCGGAACTGATGTCTACATCCTTT 1033
N K VTG TV K S S G TD VY I L C 329
GCGCCAACTGCAAGAACTGGACCTGGACCAACAACAAGGTCACTGGTGGAAAGA 1087
AN CKNWTWTNNIKV T G G K T 347
CCTCTACCAAGTGCAAGGGAATTCCCTCTGGTGCCTCTTGCTAAg gt EgagtG. ............. 1141
S T K CK G I P S G A S C stop 360
tgggtgaggagaagtacatggaggttgtgtagaacatgacatatagctagtact ... 1195
atcttctattgtttgttttctitgtacatatatgctatcagttaatactattgt .. 1249
CcCgatacqcaaananalafaaaaaadaqaAAAA. . ...........ccooeeereereeeeessessessnsnnns 1283

Figura 1.3d: Secuencia de nucledtidos del gen pg2 de FORL y secuencia de
aminodcidos deducida con el programa EditSeq (DNAStar, USA). Las regiones no
codificadoras estdn en minusculas, las tedricas cajas CAAT se sehalan en rojo, TATA
en rosa y la secuencia que rodea al codon de inicio ATG en azul. Los aminodcidos
que forman el péptido senal estdn subrayadas con doble linea. Los supuestos lugares
de dlicosilacion estdn en negrita y subrayados. En los intrones las secuencias
implicadas en su procesamiento estdn en negrita. La secuencia obtenida
secuenciando el cDNA obtenido mediante RT-PCR esta subrayada con puntos. 68
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Con péptido sefal Proteina madura
pl aminoécidos kDa aminocidos kDa pl
pgx1 5,97 455 50 423 46,7 5,44
pgx2 8,27 464 51,7 418 46,6 8,171
pgl 6,65 371 38,5 349 36,2 5,95
pg2 8,34 360 37,2 343 35,5 8,345
Tabla 1.1: Andlisis comparativo de las cuatro PGs de FORL.

Anadlisis comparativo de las secuencias de nucledtidos de las
cuatro PGs de FORL.

La longitud de los cuatro genes, asi como, el tamafio, el numero y la
posicion de los intrones se muestra en la figura 1.4. Se puede observar que los
dos genes codificadores de EXOPGs son de mayor tamafo que los genes de
ENDOPG.

Dentro de las secuencias correspondientes a las regiones no
codificadoras situadas aguas arriba de los cuatro genes, se ha podido detectar
la caja TATA (posiciones -82 en la secuencia pgx2, -64 en pgx1, -109 en pgly
-130 en pg2 antes de la posicion +1 el codon ATG). Se observé la presencia de
varias hipotéticas cajas CAAT en las secuencias aguas arriba de cada uno de
los genes descritos (Figura 1.3a, 1.3b, 1.3c y 1.3d). Alrededor del codon de
inicio, que en los cuatro casos es ATG, se ha descrito una secuencia consenso
CCACCATG para eucariotas superiores estando la A de la posicion —3 un 80%
de las veces (Kozak, 1986), pero en el caso de los genes de PG esta
secuencia consenso no esta presente. Sin embargo, se puede observar en los
cuatro genes (Figura 1.3) la presencia de una secuencia alrededor del codon
de inicio similar a la descrita en Neurospora crassa ATCAC(C/A) (Legerton y
Yanofsky, 1985). En el extremo 3°, la secuencia consenso AATAAA implicada
en la poliadenilacién del mRNA, no esta presente en las regiones 3" no
codificadoras obtenidas, aunque si esta presente en los genes pgxl, pgx2 y
pgl la secuencia TAGT idéntica a la secuencias de poliadenilacion descritas en

levaduras (Zaret y Sherman, 1982).
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a) pgl

> < 1390 pb

b) pg2

! ! 1135 pb

c) pgx1l

<+ 1619 pb
d) pgx2
I I 1589 pb

Figura 1.4: Representacion esquemdtica de las regiones codificadoras de los
cuatro genes de PGs de FORL. En blanco se representan los intrones y senalados
con flechas las regiones que han sido utilizadas como sondas.

El tamafio entre 45-59 pb y el numero de los intrones (entre 1 y 5) se
ajusta a lo descrito para los genes de hongos filamentosos, donde los intrones
suelen tener menos de 100 pb (Gurr, et al., 1987). En todos los intrones las
secuencias de escision del extremo 5 se ajustan exactamente a la descrita
para hongos filamentosos, GTPuNGPy (Gurr, et al., 1987) excepto el intron 3
del gen pgl, que presenta una T en lugar de la G presente en la posicidon
tercera de la secuencia consenso, y los intrones 1 del gen pgl y 2 y 3 del gen
pgx2 que en lugar de la pirimidina de la posicion sexta presentan purinas. En el
extremo 3’ la secuencia consenso descrita PyAG para hongos filamentosos
(Gurr, et al., 1987) se ajusta a las presentes en todos los intrones excepto en el
intron 3 del gen pgl y el intron 1 del gen pgx1l en el que la pirimidina se
sustituye por una A (Tabla 1.2). La secuencia consenso interna y necesaria
para la formacion del lariat descrita en levaduras es TACTAAC (Gurr, et al.,
1987) pero son pocos los intrones que la presentaban exactamente. La

mayoria sélo conservan el par CT en la posicién 4 y 5 y la A en la posicién 6 de
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una secuencia consenso bastante flexible CTPuAPy (Unkles, 1992). Estas tres
posiciones estan conservadas en todos los intrones, pero no siempre se puede
observar la presencia de la secuencia consenso completa CTPuAPy (Tabla
1.2).

pgxl pgx2
5" GTPuNGPy 3’PYyAG NNCTPuAPy tipo 5|GTPPuUNGPy 3'PyAG NNCTPuAPy tipo

intron 1 gtaagt aag ctaat 0 gtatgt tag ctaat 0
intron 2 gtaagt cag ctcac 0 gtatga cag ctaac 1
intron 3 gtaagt tag cttac 1 gtaagg tag ctgat 1
intron 4 gtaagt cag ctgac 0 gtaagc tag ctaat 1
intron 5 gtaagc cag ctgac 0

pgl pg2

5 GTPPUNGPYy  3'PyAG NNCTPUAPy tipo 5|GTPPuUNGPy 3 PyAG NNCTPuAPYy tipo

intron 1 gtagga cag ctaac 0 gtgagc cag ctaac 0
intron 2 gtaagt tag ctaaa 0
intron 3 gtattt aag ctgac 2
intron 4 gtaagc tag ctaac 0

Tabla 1.2: Tipo de infrones y secuencias consenso implicadas en el procesamiento
de las cuatro PGs de FORL.

La fase del intron 1 es igual en los cuatro genes, estando éste situado
entre dos codones (fase 0). Lo mismo ocurre en los intrones 2 y 4 de los genes
pgx1 y pgl variando unicamente la fase del intron 3, que esta en fase 1 en
pgx1l y en fase 2 en pgl. Los intrones 2, 3 y 4 del gen pgx2 se encuentran
todos en fase 1 estando situados entre el primer y segundo nucleétido de un
codon (Patthy, 1987). El intron 5 unicamente presente en el gen pgx1 también

se encuentra en fase 0 (Tabla 1.2).

% G+C aguasarriba codificadora intrones  aguas abajo
pgx1 44,29 49,05 40,08 42,86
pgx2 46,55 51,25 39,06 39,41
pgl 45,44 50 43,78 4517
pg2 47,87 54,76 37,5 35,9

Tabla 1.3: Contenido en G+C de las regiones aguas arriba, aguas abagjo,
codificadoras e infrones de los 4 genes de PGS de FORL.
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Mediante el programa EditSeq (Lasergene, USA) se ha calculado el
porcentaje de G+C de las regiones aguas arriba, aguas abajo, codificadoras y
correspondientes a los intrones de los cuatro genes de PGs caracterizados. Se
puede observar (Tabla 1.3) que las regiones codificadoras presentan un mayor

contenido en G+C.

Comparacion de las secuencias de aminoacidos de las cuatro

poligalacturonasas de FORL.

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las cuatro PGs
descritas en FORL y la PG2 de A. niger la cual se introdujo como referencia
para identificar los residuos conservados, con el programa MegAlign
(Lasergene, USA) se muestra en la Figura 1.5. El porcentaje de similitud
obtenido mediante el método CLUSTAL (PAM250), utilizado por el programa
MegAlign, entre las cuatro secuencias de FORL oscila entre el 12,1% obtenido
entre la PG1 y la PGX2 y el 40,2% entre las dos secuencias de ENDOPGs. La

similitud entre las dos secuencias de EXOPGs fue del 28,3%.

En la Figura 1.5 se observa, sefialados en amarillo, la presencia de
motivos caracteristicos de PGs, en las cuatro PGs de FORL: los motivos Gly-
His-Gly (222) (Caprari, et al., 1993b) y Arg-lle-Lys (256) Asn-X-Asp (178) y
Asp-Asp (201) (Kitamoto, et al., 1993;Reymond, et al., 1994), asi como los
residuos Gly (228) y Tyr (355) (Stratilova, et al., 1998) (la numeracion de los
motivos corresponde a la posicion que ocupan en la secuencia de A. niger
PG2). En todas las EXOPGs descritas la Gly 222 ha sido sustituida por una Ser
excepto en las secuencias correspondientes a PGX2 que es sustituida por una
Thr, asimismo, la lle 257 de la PG2 de A. niger es sustituida en PGX2 por Leu.
También se han senalado en rojo los motivos conservados unicamente en las

PGs de origen fungico.

Con el fin de observar cuales eran los residuos conservados en todas las
EXOPGs, se realiz6 un alineamiento mediante el programa MegAlign
(Lasergene, USA) de las dos EXOPGs de FORL con todas las EXOPGs
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presentes en el Genbank hasta la fecha: PGX4 de FOL (Garcia-Maceira, et al.,
2000), PGAX de Aspergillus tubingensis (Kester, et al., 1996), PGX1 de
Cochliobolus carbonum (Scott-Craig, et al., 1998), PGX de Botryotinia
fuckeliana (Genbank AF145229) y la EXOPG descrita en A. nidulans
(GenBank AY237304). Este alineamiento nos permitio detectar todos los
residuos conservados comunes a las EXOPGs, para posteriormente
identificarlos en las EXOPGs de FORL. Estos residuos se sefalan en las
secuencia de PGX1 y PGX2 en la figura 1.5 en azul. Por otro lado, también se
indican recuadrados en rojo los motivos caracteristicos para las ENDOPGs de
hongos propuestos por Markovic y Janacek ( 2001) en las secuencias de PG1y
PG2.

1 60
ANIGPG2 MHSFASLLAYG---LVAGAT-—-——==————————————— FASASPIE----- AR-DSC
PG1 MVRNIATAA-———- LLPAA-————— e FASTLP---————- KRDPC
PG2 MFSSTVLLS-G---LVASVL--——=———— == ———— AAPALE----- PRAGSCTIE
PGX1 MLFNNVLSAVAVSVLVSSVVGTSSRNSALPKRPHVEAAPYGTGKAFPASPARSRKDFCYV
PGX2 MKVSSFFSTLS---LFAGVLAEAI---DLPAGVPRSIEEFRAKHPYELPVKRSHRKVYTI

61 120
ANIGPG2 TTAAAAKAGKAKC-—————————- STITL-NNIEVPAGTTLDLTGLTSGTKVIFEGTTT]
PG1 TDYSGLATAVSSC-—————————- TNI VL—NGFQVPTGKALDLSKLKDGATVGKTT
PG2 TDAATAIKNKAGC-—————————-— STITL-NNIAVPAKTTLDLTKLNDGTHV LEQGKTT]
PGX1 NPGKGKNVDDAPS I LKAFKKCNKGGT IVL--DQKYSITASPLDLTWLAH-VDV I ITGEVN
PGX2 RHSKNDNDDVSSEFYKGLKKANKGGTLYLPKGQTFVIGKPLDLTFLND-IHVHLEGEIK

121 180
ANIGPG2 QYE-E-WAGPLISMS——————————- GEHITVTGA---SGHL INCDGA DGKGTSG--
PG1 ATTAD-NDFDPIVIS--————————- GNGITITGA———SGHVIDGNGPgﬂDGEGSNNKD
PG2 GYA-E-WEGPLISFT-——————————- GNNLLIEGA---AGHSIDCEGK DGKGSNG-G
PGX1 KSDPYYMWADHSFKYDFQNMSSFWK 1GGKD IHI YGDLTKGESLLDGHGQAYWEEMAVNKTL
PGX2 TNDTEYMQKNAYKHPFQNS IMEWKWGGKN IKLYG---—- KGVLNGNGQRWWNEFAGKE IL

181 240
ANIGPG2 KKKP YA--HGLDSSS---1TGLNIKNTPLMAFSVQA-NDITFTDVT INNADGDTQ--
PG1 NPKP% IVVKKTTGNSK--—ITNLNIQNWPVHCFDITGSSQLT I SGL 1LDNRLSDKPNA
PG2 KKKP SA--HSLKNSN---1KNLNVLNTPVQAFSINSVTNLGVYGVHMDNSLGDSL -~
PGX2 === LRPILLT IEDAHGLTMSNLRMRNPPNWFENT I INSTDVLISDLELEAK-——-- SL
PGX2 DTTNAYLRPILFYAQNATNLD 1QGVHFKDSPCWTNFVVTSKD I SFKDVICTAR--—-- ST

241 300
ANIGPG2 ~ —————- GGHNTDAFPVGNSVGVN I IKPWVHNQDD@LAVNS-GENI GGTCIGGHGLSI
PG1 KSGSLPAAHNSDEE ISSSDHVTLDNIHVYNQDD@VAVTS-GTN IENMYCSGGHGLSI
PG2 = GGHNTDAEDVGSSNGVY ISGAVVKNQDDE@LAINS-GTNI GGNCSGGHGLSI
PGX1 NGVKIA--NSDGW-DTYRSDRIVIQNSV IDNTDD@VSFKPNSTNVVVQNLVCNGSHG ISV
PGX2 NATALP--KNTDFFDSLNVENLNVERAWVD1GDD FSPKSNATNVHVDTMYCNGTHGQiI

A

301 360
ANIGPG2 GSVGDRSN--NVVKNVTIEHSTVSNSENAVRIKT = —===—==———~ ISGATGSVSEITY
PG1 GSVGGKSN--NVVNGVQFLDSQIVNSENGCRIKS-———————————- NSGTTGTI ANV
PG2 GSVGGRSD--NTVKTVRILNSSISNSDNGVRIKT -=—=======———~ VSGATGSVSDVRKY
PGX1 GSLGQYKGETDIVENLY 1'YNISMSNASDGAR I KVWPGVETAFQSLLNGGGGLGRVRNVITY
PGX2 GSLGQYKGEMSFVKDVV IENVWMLNGQHGARLKTWAGPDIGY - ————————— GFIDNVTF

AAA
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361 420
ANIGPG2 SN1VMSG I SIIYEVV 1QQDYEDGKPT--GKPTNGVT IQDVKLESVTGSVDS--GATE [Y]L
PG1 QNISLTNI CEEVDVQQDYLNGGPT——GKPTNGVK I1SGIKFI KVTGTVAS——SAQD L
PG2 DTITLSNIAKYG1VIEQDYENGSPT--GTPTAGVP I TDVT INKVTGTVKS--SGTDVYAL
PGX1 DTF-YHENNDNAIT ITQCYGQKNQTLCNEFPANLT IEDVTMKNFWGTVSTKYDPRAGSLY
PGX2 RNF-WGGNNEYTAF IDSCYFN INATTCAQYPSRMN I TNILFENFTGYSSGKYGNAVAKLT
421 480
ANIGPG2 CGSGS———CSDVKVTGGKKSTA———CKNFPSVA ----------------------
PG1 CGDGS———CSGNAITGGGKTSS———CNYPTNTC ----------------------
PG2 CAN-———- CKNWIEWTNNKVTGGKTSTK ~—~CKG IPSGA -~ == —— = = — = m oo
PGX1 CSAPDR--CSN IVAED IKVQVPSKKPPVYDCQN IDTSTLD I TCRDPTNARDTT———————
PGX2 CSTSKDAVCEN IKFKDFN IKTPCGGDPVFLCDGVKD I GVDCVSATSTAGKAALANKCVAP
481 495
ANIGPG2 ~  ———mmmmmmmo SC.
- PS.
PG2  —mmmmmmmmo SC.
PGX1 ~  —mmmmmm—mmo NG.
PGX2 QASASPFKVRKFNG .

Figura 1.5: Comparacién de las secuencias de aminodcidos de las cuatro PGs de
FORL. Se senalan en amarillo los motivos conservados en todas las PGs, en rojo los
conservados en las PGs fungicas, en recuadros rojos sélo los conservados en las
ENDOPGs y en azul sélo los presentes en EXOPGs. Se infrodujo en el andlisis la
secuencia de la ENDOPG de A. niger PG2 de donde se especifica la numeracion de
los motivos conservados para todas las PGs. Con flechas amairillas se senalan los
motivos implicados tanto en la actividad de la enzima como en la unidn al sustrato y
con flechas negras se indican los motivos conservados en las EXOPGs sefalados en la
estructura terciaria en el apartado posterior.

Analisis de la estructura terciaria de las PGs de FORL.

Se obtuvo un modelo tedrico de la estructura tridimensional de las cuatro
poligalacturonasas de FORL mediante el uso del servidor SWISS-
MODEL (http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html) (Schwede, et

al., 2003). Se utilizaron las secuencias de aminoacidos a partir del lugar de

corte de la proteina KEX en todos los casos, excepto en la PG2 que se utilizd la
secuencia de aminoacidos sin el péptido sefal. Dado que, esta herramienta
necesita de modelos reales de proteinas similares obtenidos por cristalizacion
se utilizaron las estructuras de las unicas PGs fungicas obtenidas hasta la
fecha, todas de tipo “endo”: las PGs de F. moniliforme (Genbank 1HGS), A.
aculeatus (Genbank 11A5) y A. niger (Genbank 1CZF).

Los modelos obtenidos se muestran en la figura 1.6. Los estructuras de
las EXOPGs PGX1 y PGX2 obtenidas son modelos parciales de las regiones
que comprenden desde **Leu hasta ***Asn en el caso de PGX2 y "™°Lys hasta
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33Tyr en el caso de PGX1 debido a que las secuencias de aminoacidos fuera
de esas regiones no presentaban la suficiente homologia con las secuencias
de las PGs utilizadas como modelos. Como se puede observar en la figura 1.6,
las cuatro estructuras obtenidas conservan el modelo de hélice 3 paralela
dextrégira postulado por Yoder, et al., (1993). La estructura de las PGs esta
formada por repeticiones de giros formados por hélices 3 a su vez compuestos
por varias laminas 3 unidas denominadas PB1, PB2a, PB2b y PB3 siguiendo la
nomenclatura utilizada por Yoder para la pectato liasa C de Erwinia
chrysanthemi (Yoder, et al.,, 1993). En el caso de las ENDOPGs se puede
observar los 10 giros completos de hélices 3, mientras que las EXOPGs so6lo
aparecen representados seis de esos giros en los modelos obtenidos. También
se pueden observar en las cuatro la presencia de las estructuras que conectan
las laminas B3, siendo los que unen dos giros distintos de hélices 3 los mas
variables y forman una hendidura en uno de los lados de la hélice 3 donde se

va a localizar el centro activo.

b) PGX2

"V
N~ ’ &
(-

Figura 1.6: Estructura tridimensional tedrica de las cuatro PGs de FORL, obtenida
mediante el servidor SWISS-MODEL  (http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-
MODEL.html). En el caso de las EXOPGs sélo se obtuvo el modelo tedrico de la parte
central de la oroteina. 75
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— — _
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b) PGX2

Figura 1.7: Representacién de la estructura tridimensional tedrica de PGX1 (a) y PGX2
(b). En amairillo se senalan los residuos implicados actividad catalitica y en la unién al
sustrato descritos en ENDOPGs y en verde los residuos conservados en todas las EXOPGs

gue se sitban cerca.
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Todas las PGs fungicas cuya estructura ha sido cristalizada hasta la
fecha presentan un modo de accion “endo”, habiéndose caracterizado
mediante mutaciones los residuos implicados en la actividad catalitica y en la
union al sustrato (van Santen, et al., 1999) sefalados en la figura 1.5 en
amarillo. Por ello y dada la escasez de datos sobre EXOPGs, nos hemos
servido de los modelos obtenidos de las dos EXOPGs de F. oxysporum para
localizar los residuos implicados en la actividad catalitica y de unién al sustrato,
asi como, la de los motivos conservados especificos de EXOPGs presentes en
las regiones modelizadas (Figura 1.7). Se puede observar en los modelos
tridimensionales de PGX1 y PGX2 que, de todos los residuos conservados en
las EXOPGs marcados en la figura 1.5 en azul, sélo algunos se encuentran
situados cerca de los residuos implicados en la actividad catalitica y en los de
unidn al sustrato descritos para las PGs. Se puede observar en la figura 1.7
que los residuos : #®Asp, ?®Ser, *°Lys, #?Asn, ?%Ser, 2Ser, 2*°Gly, #°GIn,
287Tyr, 3%Asn, *"Ala, 3'®Trp (marcados en la figura 1.5 con flechas negras) se
sitlian en ambos modelos cerca de los residuos **Asp, 2*Asp, 2°Asp e ?""His,
implicados en la actividad catalitica, y de los dos implicados en la unién al
sustrato: *"?Arg y *'*Lys (se sigue la numeracién de PGX2).

DISCUSION

Analisis de las secuencias de nucleétidos de las cuatro PGs de
FORL.

Se han obtenido las secuencias gendmicas y de cDNA de cuatro genes
de PGs presentes en FORL. Dos de ellos presentan un modo de accion “exo” y
otros dos un modo de accion “endo”. La secuencia completa de los cuatro
genes incluye las regiones aguas abajo y aguas arriba lo que permitira realizar

un estudio comparativo de las regiones reguladoras (Capitulo 4).

Las cuatro proteinas presentan péptido senal, que estaria de acuerdo
con el caracter de enzimas secretadas al medio tras su procesamiento. Estas

enzimas parecen ser procesadas en dos pasos, uno en el que se produce un

7



Capitulo 1: Caracterizacion de genes codificadores de PGs en FORL.

corte en que libera el péptido sefal y otro mediado por una proteasa tipo
tripsina que corta liberando un pequeno pro-péptido, este hecho se ha
observado en la PG2 de A. niger (Bussink, et al., 1990). Se han detectado
lugares de corte para la proteasa KEX2 (Calmels, et al., 1991), en las
secuencias de PGX1, PGX2 y PG1, pero no se han encontrado un lugar de
corte de KEX2 en PG2, aunque no habria que descartar que existiera este tipo
de procesamiento mediado por otra proteasa. En el caso de la PGX2 la
secuencia del extremo amino terminal de la proteina nativa aislada del medio
de cultivo (Patifio, 1998) permitié confirmar la existencia de procesamiento, ya
que, coincidia con la secuencia tedrica obtenida. Ademas el valor obtenido
experimentalmente (50 kDa) para la proteina madura desglicosilada (de las
Heras, et al., 2003) se aproxima al deducido a partir de la secuencia de

aminoacidos posterior al lugar de corte de la proteasa KEX (46,6 kDa).

Se puede observar en la tabla 1.1 que las cuatro presentan puntos
isoelécticos diferentes, siendo los de PGX1 y PG1 mas acidos
(aproximadamente 6) y los de PGX2 y PG2 mas alcalinos (aproximadamente
8). Estas diferencias podrian estar indicando la presencia de un “set endo-exo”
funcionando en condiciones semejantes. En este aspecto existe variabilidad
entre las PGs, normalmente el rango de pl de las PGs esta entre 3,8 y 7,5
(Magro, et al., 1980). En el caso de PG2, su pl es bastante similar al estimado
para PG5 (8,3) de FOL (Garcia-Maceira, et al., 2001), no siendo asi para PGX1
cuyo pl es mas acido que el estimado para PGX4 (8) en FOL (Garcia-Maceira,
et al., 2000). Estas diferencias que presentan PGs homodlogas en distintos
aislamientos pertenecientes a diferentes formas especiales podrian, tal vez,
tener un significado funcional y estar relacionadas con las diferentes

caracteristicas de cada forma especial.

Asimismo, se puede observar en la figura 1.3 que las cuatro PGs
presentan diferentes lugares de glicosilacion, siendo su numero mucho mas
abundante en las EXOPGs, situacién que también se ha observado en las
EXOPGs de A. tubingensis (Kester, et al., 1999) y C. carbonum (Scott-Craig, et
al., 1998), ademas en el caso de PGX2 se ha comprobado experimentalmente
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que esta fuertemente glicosilada (Patino, et al., 1997a). Este hecho podria ser
de gran importancia para explicar las diversas isoformas que se detectan en
cultivos in vitro (Posada, et al., 2001). Aunque, como hemos visto, en FORL
existen al menos cuatro genes codificadores de PGs que producen enzimas de
distintas caracteristicas, no habria que descartar la posibilidad de que se
produjesen distintas isoformas a partir de cada uno de los genes, ya que, se ha
comprobado en F. moniliforme que las cuatro isoformas de ENDOPG que
secreta provienen mediante glicosilacion diferencial, del transcrito de un unico
gen (Caprari, et al., 1993a). Aunque existen pocas evidencias de la importancia
de la glicosilacion en relacion con la actividad de la proteinas, si se ha
observado en Aspergillus que la deglicosilacion de las PGs nativas lleva a una
completa perdida de la actividad de estas enzimas (Stratilova, et al., 1998). Por
otro lado, las glicoproteinas parecen estar implicadas en procesos relacionados

con la interaccién entre patégeno y huésped (Kukuruzinska, et al., 1987).

Las secuencias codificadoras de las cuatro PGs descritas presentan
caracteristicas similares a las descritas para otros genes de hongos
filamentosos en lo referente a la longitud, tamafo, numero y posicion de los
intrones (Gurr, et al., 1987).

En la mayoria de los hongos filamentosos los genes con funciones
relacionadas no suelen estar ligados y se distribuyen al azar a lo largo del
genoma del hongo (Gurr, et al., 1987). Un indicio de que al menos el gen pg2
podria no situarse en tandem con el resto es que la region aguas arriba de su
promotor presenta homologia con un gen de funcién desconocida de
Neurospora crassa y con una hidroxilasa de Burkholderia fungorum (Genbank
ZP_00028690). Asimismo, se ha comprobado que el gen de ENDOPG de F.

moniliforme esta situado en un unico cromosoma (Migheli, et al., 1993).

Las sefiales de inicio de la transcripcion que se pueden observar en los
regiones aguas arriba de los cuatro genes se corresponden con lo descrito para
hongos filamentosos. Las cajas TATA estan situadas entre 80 y 180 pb antes

del codon de inicio ATG y 30 pb antes del punto consenso de inicio de la
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transcripcion. Este suele estar localizado en S. cerevisae dentro de la
secuencia PyAAG, aunque no siempre esta presente en hongos filamentosos
(Unkles, 1992). Una secuencia similar esta presente en los genes pgx2 y pgl,
estando ausente en los otros dos. Asimismo las cajas CAAT suelen estar
situadas entre 60 y 200 pb antes del sitio de inicio de la transcripcion (Unkles,
1992). La secuencia consenso alrededor del codon ATG descrita para
eucariotas superiores (CCACC) no se corresponde con la situada
inmediatamente antes del codon de inicio de los cuatro genes, aunque en los
cuatro casos esta conservada la A en la posiciéon -3 (Figura 1.3) y en el caso
del gen pgl y pgxl la secuencia ATCACA se corresponde completamente con
la descrita en Neurospora crassa (Legerton y Yanofsky, 1985). Asimismo,
tampoco se ha observado la presencia de la secuencia AATAAA implicada en
la poliadenilacion del mMRNA, aunque si esta presente a una distancia aceptable
en los genes pgxl, pgx2 y pg1 la secuencia TAGT idéntica a la secuencias de
poliadenilacién descritas en levaduras (Zaret y Sherman, 1982) y descrita

también en el gen de ENDOPG pga de F. moniliforme (Caprari, et al., 1993b).

El tamafo de los intrones y las secuencias consenso para su
procesamiento se ajustan a lo descrito para hongos filamentosos. Las
secuencias de los extremos 5° GTPuNGPy y 3'PyAG parecen ser algo mas
flexibles que las descritas en plantas y en vertebrados (Brown, et al., 1996), no
obstante la secuencia consenso interna CTPuAPy parece ser mucho mas
flexible conservandose en general solo tres de las posiciones CTNAN, hecho
que se acerca mas a lo descrito en plantas (PyTNAN) que a las secuencias
menos flexibles de vertebrados (CTPuAPy o PyTPuAPy) (Brown, et al., 1996).
Por otro lado, se puede observar que tanto la posiciones, el numero de los
intrones, asi como las fases en las que se encuentran son distintas en cada
uno de los genes (Tabla 1.2). La variacion en numero, posicién y fase de los
intrones de los cuatro genes podria indicar que la divergencia a partir de un gen
de PG ancestral es anterior a la divergencia de las especies de hongos en los

que estan presentes.
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Por otro lado, el mayor contenido en G+C de las regiones codificadoras
(Tabla 1.3), caracteristica general de las regiones codificadoras, podria estar
relacionado con el hecho de que en hongos filamentosos exista una tendencia
a utilizar codones que terminen con C en vez de aquellos terminados en A
(Unkles, 1992).

Comparacion de las secuencias de aminoacidos de las cuatro

poligalacturonasas de FORL.

La baja similitud detectada entre las secuencias de las cuatro PGs
podria ser un indicativo de que estos cuatro genes no pertenecen a la misma
familia y que su divergencia es antigua. Este hecho también ocurre en los
genes descritos en otras especies como C. carbonum (Scott-Craig, et al., 1990;
Scott-Craig, et al., 1998) o en el caso de los genes de PGs descritos en FOL
(Garcia-Maceira, et al., 2001; Garcia-Maceira, et al., 2000; Di Pietro y Roncero,
1998), aunque existen casos de PGs cuya identidad es mayor, ya que,
pertenecen a la misma familia como algunos de los descritos en B. cinerea
(Wubben, et al., 1999).

Se puede observar en la figura 1.5, la presencia de todas las regiones
caracteristicas de PGs (Caprari, et al., 1993b; Kitamoto, et al., 1993; Reymond,
et al., 1994; Stratilova, et al., 1998), asi como los motivos caracteristicos de
PGs fungicas y ENDOPGs fungicas propuestos por Markovic y Janecek (2001).
Como se puede observar las dos ENDOPGs de FORL presentan los motivos
descritos para PGs mas importantes. Sin embargo, en el caso de las EXOPGs
fungicas, la informacion es mas limitada por el escaso numero de estas
enzimas representadas en el analisis realizado por Markovic. En el presente
trabajo se han caracterizado dos nuevas EXOPGs, una de las cuales presenta
bastantes diferencias con respecto a las introducidas en el analisis de Markovic
y Janecek, por lo que, se ha realizado un analisis comparativo de todas las
EXOPGs descritas incluyendo las dos de FORL asi como la EXOPG descrita
en A. nidulans (GenBank AY237304) que tampoco habia sido incluida en dicho

trabajo (Markovic y Janecek, 2001). Este andlisis nos permitié depurar los
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motivos conservados propuestos por Markovic para las EXOPGs, por ello, en la
figura 1.5 se muestran motivos conservados de EXOPG fungicas tras la
realizacion de dicho andlisis en las EXOPGs de FORL. La caracterizacion de
nuevos genes de EXOPGs y su inclusién en analisis comparativos permite
realizar una mejor aproximacion de cuales son los motivos que realmente estan
conservados y por lo tanto, cuales son los que podrian tener un significado

funcional.

Analisis de la estructura terciaria de las PGs de FORL.

Se han obtenido los modelos tridimensionales tedricos de las dos
ENDOPGs de FORL, los cuales se ajustan a los estructuras tridimensionales
descritas en la literatura para distintas ENDOPGs (Federici, et al., 2001; Cho, et
al., 2001).

También, y dado que no existe hasta la fecha el modelo tridimensional
de ninguna EXOPG se han obtenido los modelos tridimensionales parciales de
las dos EXOPGs.

Pese a la escasa similitud entre las cuatro estructuras primarias de las
PGs descritas en este trabajo se puede observar que la estructura terciaria esta
altamente conservada. Esto podria ser debido a que la modelizacién es tedrica
y se basa en estructuras cristalizadas reales de tres ENDOPGs de F.
moniliforme (1HG8), A. aculeatus (11A5) y A. niger (1CZF). No obstante la
similitud existente entre las estructuras de la PG2 de A. niger, la PG de F.
moniliforme (Federici, et al., 2001) y la PG bacteriana de E. carotovara (van
Santen, et al., 1999) hace que se puedan facilmente superponer, a pesar de
que la identidad de sus estructuras primarias es solamente del 43,5% y 19%,
respectivamente. Este hecho apoya la validez de los modelos obtenidos e
indicaria un cierto grado de redundancia en la estructura de todas las
pectinasas, tal vez condicionada por el sustrato (pectina).
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Dada la escasa informacion sobre la estructura terciaria de las EXOPGs,
se han utilizado los modelos tedricos obtenidos para situar los residuos
implicados en la actividad catalitica y en unién al sustrato descritos en
ENDOPGs (numeracién de la PGX2): ***Asp, 2*°Asp encargados de capturar
una molécula de agua y ***Asp que seria el encargado de donar un protén (van
Santen, et al., 1999). Asimismo, la 2""His parece estar implicada en la actividad
catalitica ya que una mutacién en dicho residuo produce la disminucién de la
actividad en la ENDOPG de F. moniliforme (Caprari, et al., 1996). Los residuos
312Arg y *MLys, sin embargo, parece que estarian implicados en la unién al
sustrato (van Santen, et al., 1999). Estos motivos, junto con la ?®Gly altamente
conservada, pero a la que no se le ha asignado una funcion, aparecen
senalados en los modelos obtenidos de PGX1 y PGX2 (Figura 1.7) en color
amarillo. También han sido sefialados en verde los residuos conservados solo
en las EXOPGs y que se situan cerca de los residuos de union al sustrato y a
los implicados en la actividad catalitica. Se puede observar que los residuos
236Asp, 25886[’, 26°Lys, 262Asp, ZBOSer’ 28386[', 285Gly, ZBGGIn, 287Tyr, 306Asn,
¥ Ala, *"°Trp, quedan situados cerca del centro catalitico, por lo que podrian
estar relacionados con el modo de accién “exo”. Los residuos situados cerca de
los de union al sustrato descritos para las ENDOPGs (van Santen, et al., 1999)
podrian ser relevantes para que se produjera un cambio en la forma de union
de la pectina, de forma que el centro catalitico sdlo pudiera actuar liberando
monomeros o dimeros del extremo no reductor de la pectina, facilitando el
modo de accién “exo”. Aun asi, no habria que descartar que residuos
conservados en regiones situadas fuera de las que forman el modelo también

estuvieran relacionados con el modo de accion de estas proteinas.

El *"*Trp presente, nicamente en las EXOPGs de hongos y las PGs de
plantas parece que podria estar relacionado con la actividad y con la
interaccion de las PGs con las PGIPs (proteinas inhibitoras de las
poligalacturonasas). Se ha observado que la inclusion de este residuo en la PG
de F. moniliforme produce una disminucion de la actividad especifica asi como
anula la interaccion de esta PG con la PGIP-2 de Phaseolus vulgaris (Federici,
et al., 2001). Se ha comprobado que las PGIPs interaccionan con las
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ENDOPGs para inhibir su accion evitando la rapida degradacién de la pared.
Este residuo presente en las EXOPGs, podria ser de gran importancia en la
interaccion huésped patdégeno, ya que, la accidbn de enzimas que no
interaccionen con las PGIPs y con modo de accidn “exo” podrian degradar los
oligogalacturdnicos, inductores de las respuesta de defensa de la planta,

favoreciendo en el desarrollo de la infeccion por parte del patogeno.
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INTRODUCCION.

Las poligalacturonasas son unas enzimas altamente polimoérficas, que
presentan una considerable variacidén en sus caracteristicas fisico-quimicas. Se
ha observado en los cultivos de Fusarium la presencia de numerosas isoformas
de estas proteinas. Existe diversidad dentro de un mismo aislamiento, como en
el caso de FORL, en el que se detectaron en cultivos cuatro formas de
poligalacturonasas (Guevara, et al., 1997). Pero también existe una gran
diversidad en las formas de estas enzimas entre distintos aislamientos del
mismo género y de la misma especie (Posada, et al., 2001). Esta variabilidad,
asi como, la diversidad fisioldgica y morfologica entre aislamientos sugiere una
diversidad de estas enzimas dentro del género y de la especie. Ademas, este
hecho podria estar relacionado con la especificidad de huésped y de

produccion de sintomas aunque hasta ahora no hay evidencias concluyentes.

Tras la caracterizacion de las secuencias de genes codificadores de PGs
en FORL nos planteamos cual seria el grado de divergencia de estos genes
dentro del género y a nivel intra-especifico. Previamente, se habia realizado un
estudio del grado de divergencia del gen pgl, en diversos aislamientos de
Fusarium pertenecientes a distintas secciones del género (Posada, et al.,
2000). En dicho estudio se observo que una gran parte de la secuencia del gen
pgl estaba altamente conservada entre los distintos aislamientos del género

Fusarium.

La presencia en el GenBank de secuencias de genes codificadores de
EXOPGs de hongos es, hasta la fecha muy inferior a la de ENDOPGs.
Actualmente soOlo han sido caracterizados 5 genes codificadores de
exopoligalacturonasas en hongos filamentosos ademas de los caracterizados
en este trabajo: una en FOL (Garcia-Maceira, et al.,, 2000), Aspergillus
tubingensis (Kester, et al., 1996), Cochliobolus carbonum (Scott-Craig, et al.,
1998), Aspergillus nidulans (GenBank. AY237304) y Botryotinia fuckeliana
(GenBank AF145229). Aunque se ha descrito la presencia de EXOPGs en
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otras especies de hongos (Dos, et al., 2002; Rha, et al., 2001; Sakamoto, et al.,

2002) sus secuencias codificadoras no se conocen.

Debido tal vez a la escasez de genes codificadores de EXOPGs
descritos hasta ahora, no existen datos acerca del grado de divergencia de
dichos genes dentro de cada género. Por ello, nos propusimos analizar si la
similitud de estos genes dentro del género Fusarium era del mismo orden de la
descrita para la ENDOPGs. Para ello, nuestro primer objetivo fue determinar el
grado de variabilidad de la regién mas variable (amino-terminal) de los genes
pgx1l y pgx2 comparando las secuencias de aminoacidos las dos EXOPGs de
distintos aislamientos de F. oxysporum y de algunas especies de Fusarium
pertenecientes a distintas secciones, e incluyendo las secuencias de los

intrones de ambos genes para evaluar su posible uso en analisis filogenéticos.

Como segundo objetivo nos planteamos determinar cual seria la
situacion evolutiva de los genes descritos en FORL con respecto a los ya
descritos, tanto en hongos como plantas. Para realizar este analisis usamos

una amplia representacion de distintas PGs , especialmente fangicas.

MATERIAL y METODOS.

Material biolégico y cultivos.

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado los aislamientos
FORL r6 y FORL r2, el aislamiento de FOL 1la (aislados de plantas de tomate
infectadas y cedidos por el Dr. Tello, INIA, Madrid) y aislamientos de los
hongos F. equiseti, F. roseum, F. oxysporum aislados de pifiones de pifias
cerradas de Pinus pinea L. y cedidos por la Dra. Mufioz del Departamento de
Zoologia, Enfermedades y Plagas Vegetales de la Escuela de Ingenieros

Técnicos Forestales de La Universidad Politécnica de Madrid.

El hongo fue cultivado en matraces de 100 ml que contenian 20 ml de

medio de cultivo Sabouraud (Scharlauh, Espafia). Los cultivos fueron
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inoculados con discos miceliales de 1cm de didmetro cortados de los margenes
de colonias de 7 dias e incubados a 25 °C en estatico. Los micelios fueron
recogidos a diferentes tiempos por filtracion a través de papel Whatman No. 1,
congelados inmediatamente en nitrogeno liquido y conservados a —80 °C para

los ensayos con DNA .

Extraccion de acidos nucleicos y electroforesis de DNA.

La extraccion de DNA y las electroforesis se realizaron segun los
métodos descritos en el capitulo anterior.

Obtencion de las secuencias parciales de pgx1ly pgx2.

Para realizar las reacciones de PCR se utilizaron como cebadores
pgxlup/pgxlrv, asi como pgx2up/pgx2rv descritos en el material y métodos del
capitulo 1 (Obtencion de sondas especificas de PGs) y cuya localizacion en la
secuencia completa se indica en la figura 2.1. Se amplific6 150 ng de DNA
genomico de FORL r6 y FORL r2 , FOL 1a, F. roseum, F. equiseti y el
aislamiento obtenido de pifiones de F. oxysporum con ambas parejas de oligos
y con la enzima Tag polimerasa (Promega, Espafia) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para realizar las amplificaciones se utilizd6 el termociclador
Peltier PTC-100 (M.J. Research Inc., USA) y el siguiente programa con los
cebadores pgxlup y pgx2rv: un paso previo de desnaturalizacion de 5 minutos
a 94 °C seguido de 32 ciclos de 1 minuto a 94 °C (desnaturalizacion), 1 minuto
a 52 °C (anillamiento) y 2 minutos a 72 °C (extension). Por ultimo, un paso de
extension final de 5 minutos a 72 °C y parada a 4 °C. Con los cebadores
pgx2up y pgx2rv se utilizé el mismo programa pero con sélo 29 ciclos y una
temperatura de anillamiento de 48 °C. Los productos de amplificacion se
observaron en todos los casos en geles de agarosa al 1%, obteniéndose una
banda de 637 pb cuando se utilizaron de los cebadores pgxlup-rv y de 755 pb
en el caso de los cebadores pgx2up-rv.
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Todos los productos de amplificacion se clonaron siguiendo el proceso

descrito en el material y métodos del capitulo primero (Obtencién de sondas

especificas de PGSs).

Secuencias utilizadas presentes en el Genbank.

La secuencias codificadoras de PGs obtenidas del Genbank y utilizadas

en los andlisis, ademas de las caracterizadas en FORL en el capitulo primero,

se recogen en la tabla 2.1.

PGAB
PGAC
PGA2
PGR
PGR
PG1
PG1
PG5
PG1
PG2

PG1
EXOPG
EXOPG

PGA
PGX
PGX1
PGX4
EXOPG
PGX1
PGX2

PEHX

ENDOPGs fungicas

A.niger

A.niger

A. tubingensis

C. carbonum

F. moniliforme

S. sclerotiorum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum

PGs plantas
Brassica napus

Arabidopsis thaliana

Medicago sativa

EXOPGs fungicas

A. tubingensis
B. fuckeliana

C. carbonum
F. oxysporum

A. nidulans

F. oxysporum

F. oxysporum

PG bacteriana

Erwinia chrysanthemi

Genbank Y18805
Genbank X64356
Genbank X58894
Genbank P26215
Genbank Q07181
Genbank L12023
Genbank AB000124
Genbank AF078156
Genbank AY485190
Genbank AY485189

Genbank X95800
Genbank X72292
Genbank U20431

Genbank X99795

Genbank AF145229
Genbank 048982

Genbank AF083075
Genbank AY237304
Genbank AF395107
Genbank AF136444

Genbank P15922

Nomenclatura utilizada

PGBASPNG
PGCASPNG
PG2ASPTU
PGRCOCCA
PGRFUSMO
PG1SCSCL
PG5FO
PG1SCSCL
PG2ASPTU

PG1BRANA
EXOPGATHAL
EXOPGMEDSA

PGXAASPTU
PGXBOTFU
PGX1COCCA
PGX4FO
EXOPGASPND
PGX1COCCA
PGX2

PEHXECRY

Tabla 2.1: Secuencias de PGs presentes en el Genbank y utilizadas en el analisis

flogenético

Analisis de secuencias.
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Un primer analisis se realiz6 alineando, mediante el método CLUSTAL
del programa MegAlign, las secuencias de aminoacidos de las
poligalacturonasas de FORL con las PGs que aparecen en la tabla 2.1. Para la
comparacion de secuencias de aminoacidos se utilizé el paquete de programas
PHYLIP 3.5 (Felsenstein, 1989), usando el método de Dayhoff PAM (programa
PROTDIST) para calcular las matrices de distancias para la secuencias de
aminoacidos. Los dendrogramas se obtuvieron con el método UPGMA del
programa NEIGHBOUR. Los analisis “bootstrap” se realizaron utilizando los
programas SEQBOOT y CONSENSE. Los dendrogramas fueron visualizados
mediante el programa TreeView (Page, 1996).

RESULTADOQOS.

Comparacion de secuencias parciales de exopoligalacturonasas en

distintos aislamientos del género Fusarium.

a) Intrén 1 Intrén 2 Intrén 3 Intrén 4  Intrén 5
v v v \ A /
id <« 1619 pb
FORL r6
FORL r2
FOL 1a
637 bp F.oxysporum
b) Intrén 1 Intrén 2 Intréon 3 Intrén 4
\ 2 / v v
—»> < 1589 pb

FORL r6 F.oxysporum
FORL r2 F.roseum
FOL 1a F.equiseti

755 pb

Figura 2.1: Esquemas de los genes completos pgxl (a) y pgx2 (b). Se sefialan con
flechas los cebadores que han sido utilizados para obtener los fragmentos de 637
pb en el caso de pgxly 755 pb en el caso de pgx2 en los aislamientos de Fusarium
indicados en cada caso.
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Se ha realizado un andlisis de la secuencia parcial de los genes pgxl y
pgx2 en varios aislamientos del género Fusarium. En la figura 2.1 se muestra la
estructura de los genes asi como las regiones obtenidas por PCR y posterior
secuenciacion de los fragmentos. Se obtuvo un producto de amplificacion de
637 pb cuando se utilizaron los oligonucledétidos correspondientes al gen pgx1y
de 755 pb cuando se utilizaron los correspondientes al gen pgx2. Para este
trabajo se eligieron fragmentos que estaban localizados en las regiones
correspondientes a los extremos amino-terminales de ambas proteinas, ya que
son las regiones que presentan un menor numero de residuos conservados.
Las secuencias obtenidas incluian el intréon 1 en el caso del gen pgxl y los

intrones 1, 2y 3 en el caso del pgx2.

Como muestra la figura 2.1 se obtuvieron fragmentos del gen pgx2 en
los aislamientos r6 y r2 de FORL, 1a de FOL y en los aislamientos utilizados de
F. oxysporum, F. roseum y F. equiseti. En el caso del gen pgxl no se pudo

obtener la secuencia parcial en los aislamientos de F. equiseti y F. roseum.

Se compararon las secuencias de aminoacidos parciales de cada
EXOPG en los diferentes aislamientos del genero Fusarium mediante el
método CLUSTAL del programa MegAlign (DNAStar, USA). El resultado de los
alineamientos se muestra en la figura 2.2. Se puede observar en ambos casos
gue existe un alto grado de similitud entre las secuencias obtenidas siendo el
porcentaje de 100% en el caso de PGX1 y entre 97,5 y 100% en el caso de
PGX2.

a 1 60
Fé%Lr6 VAVSVLVSSVVGTSSRNSALPKRPHVEAAPYGTGKAFPASPARSRKDFCYVNPGKGKNVD
FORLr2 VAVSVLVSSVVGTSSRNSALPKRPHVEAAPYGTGKAFPASPARSRKDFCYVNPGKGKNVD
FOL 1a VAVSVLVSSVVGTSSRNSALPKRPHVEAAPYGTGKAFPASPARSRKDFCYVNPGKGKNVD
F.oxysporum VAVSVLVSSVVGTSSRNSALPKRPHVEAAPYGTGKAFPASPARSRKDFCYVNPGKGKNVD
61 120
FORLr6 DAPSILKAFKKCNKGGT I'VLDQKYSIASPLDLTWLAHVDV I ITGEVNFKSDPYYWADHSF
FORLr2 DAPS I LKAFKKCNKGGT IVLDQKYS IASPLDLTWLAHVDV I ITGEVNFKSDPYYWADHSF
FOL 1a DAPSILKAFKKCNKGGT I'VLDQKYSIASPLDLTWLAHVDV I ITGEVNFKSDPYYWADHSF
F.oxysporum DAPSILKAFKKCNKGGT IVLDQKYSIASPLDLTWLAHVDVI I TGEVNFKSDPYYWADHSF
121 180
FORLr6 KYDFONMSSFWKIGGKD IHI YGDLTKGESLLDGHGQAYWEEMAVNKTLLRPILLTIEDAH
FORLr2 KYDFQNMSSFWKIGGKD IHI YGDLTKGESLLDGHGQAYWEEMAVNKTLLRP ILLT IEDAH
FOL 1a KYDFONMSSFWKIGGKD IHIYGDLTKGESLLDGHGQAYWEEMAVNKTLLRPILLTIEDAH

F.oxysporum KYDFQNMSSFWKIGGKDIHIYGDLTKGESLLDGHGQAYWEEMAVNKTLLRPILLTIEDAH
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181 193
FORLr6 GLTMSNLRMRNRP
FORLr2 GLTMSNLRMRNRP
FOL 1la GLTMSNLRMRNRP
F.oxysporum GLTMSNLRMRNRP
b) 1 60
FORLr6 VYT IRHSKNDNDDVSSEFYKGLKKANKGGTLYLPKGQTFVIGKPLDLTFLND IHVHLEGE
FORLr2 VYT IRHSKNDNDDVSSEFYKGLKKANKGGTLYLPKGQTFVIGKPLDLTFLND IHVHLEGE
FOL 1la VYT IRHSKNDHDDVSSEFYKGLKKANKGGTLYLPKGQTFVIGKPLDLTFLND IHVHLEGE
F.oxysporum VYTIRHSKNDNDDVSSEFYKGLKKANKGGTLYLPKGQTFVIGKPLDPTFLND IHVHLEGE
F.equiseti VYTIRHSKNDNDYVSSEFYKGLKKANKGGTLYLPKGQTFVIGKPLDLTFLND IHVHLEGE
F.roseum VYTIRHSKNDNDDVSSEFYKGLKKANKGGTLYLPKGQTFVIGKPLDLTFLND IHVHLEGE
61 120
FORLr6 TKFTNDTEYWQKNVYKHPFQNS IMFWKWGGKN I KLYGKGVLNGNGQRWWNEFAGKEILDT
FORLr2 IKFTNDTEYWQKNAYKHPFQNS IMFWKWGGKN I KLYGKGVLNGNGQRWWNEFAGKEILDT
FOL 1la TKFTNDTEYWQKNAYKHPFQNS IMFWKWGGKN I KLYGKGVLNGNGQRWWNEFAGKEILDT
F.oxysporum 1KFTNDTEYWQKNAYKHPFQNS IMFWKWGGKN IKLYGKGVLNGNGQRWWNEFAGKEILDT
F.equiseti TKFTNDTEYWQKNAYKHPFQNS IMFWKWGGKN I KLYGKGVLNGNGQRWWNEFAGKEILDT
F.roseum TKFTNDTEYWQKNAYKHPFQNS IMFWKWGGKN I KLYGKGVLNGNGQRWWNEFAGKEILDT
121 180
FORLr6 TNAYLRPILFYAQNATNLD IQGVHFKDSPCWTNFVVTSKD ISFKDV ICTARSTNATALPK
FORLr2 TNAYLRPILFYAQNATNLD 1QGVHFKDSPCWTNFVVTSKD ISFKDV ICTARSTNATALPK
FOL 1la TNAYLRPILFYAQNATNLD IQGVHFKDSPCWTNFVVTSKD ISFKDV ICTARSTNATALPK
F.oxysporum TNAYLRPILFYAQNATNLD IQGVHFKDSPCWTNFVVTSKDISFKDVICTARSTNATALPK
F.equiseti TNAYLRPILFYAQNATNLD 1QGVHFKDSPCWTNFVVTSKD ISLKDVLCTARSNNATALPK
F.roseum TNAYLRPILFYAQNATNLD 1QGVHFKDSPCWTNFVVTSKD ISFKDV ICTARSTNATALPK
181 202
FORLr6 NTDFFDSLNVENLNVERAWVDI
FORLr2 NTDFFDSLNVENLNVERAWVDI
FOL 1la NTDFFDSLNVENLNVERAWVDI

F.oxysporum
F.equiseti
F.roseum

NTDFFDSLNVENLNVERAWVDI
NTDFFDSLNVENLNVERAWVDI1
NTDFFDSLNVENLNVERAWVDI

Figura 2.2: Comparacion mediante el método Clustal de las secuencias parciales de la
PGX1(a) y de la PGX2 (b) en distintos aislamientos de Fusarium: FORL r6 y r3, Fusarium
FOL 1a, F. oxysporum, F. equiseti y F. roseum. En amarillo se sefialan los aminoacidos
conservados en todas.

Asimismo, se alinearon y compararon los intrones de cada uno de los
genes en los distintos aislamientos (Figura 2.3). Para el gen pgx2 las
similitudes observadas oscilaron entre el 57,8 y 100 % (intrén 1), entre 47,9 y
100% (intrén 2) y entre el 51 y 100 % (intrén 3). Para el intron 1 del gen pgx1
presentd valores de similitud entre 89,7 % y el 100% (Tabla 2.2).

a) 1 intron 1 59
F.oxysporum GTAAGTCGTGATATATCCCAGCACTACTCCGTTTCCAGTCGATACTAATTGTCATAAAG

FOL 1a GTAAGTCGCGATATATCCCAGCACTACTCCGTTTCCAGTCGATACTAATTGTCATAAAG
FORL r2 GTAAGTCGTGATATATCCCAGCACTACTCCGTTTCCAGTCGATACTAATTGTCATAAAG
FORL r6 GTAAGTCGTGATATATCCCAGCACTACTCCGTTTCCAGTC-ATACTAATTGTCATAAAG
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b)
F.equiseti
F.roseum
FOL 1a
FORL r2
FORL r6
F.oxysporum

F.equiseti
F.roseum
FOL 1la

FORL r2
FORL r6
F.oxysporum

1

F.equiseti GTAAGGAACCCT

F.roseum
FOL 1a
FORL r2
FORL r6

Foxysporum GTAAGTAAATCT-TA--

1 intréon 1 47
GTATGTCACTGAAACCTTCATGA-TGAGTTGAGACTAATGGTTGTAG
GTATGTCATTGAAAC-TTGATGA-TGAGTTGAGGCCAATGGTTGTAG
GTATGTTTGAAATGTCATGATGAATGAGTTGAGACTAATGGTTGTAG
GTATGTCACTGAAACCTTCATGA-TGAGTTGAGACTAATGGTTGTAG
GTATGTCACTGAAACCTTCATGA-TGAGTTGAGACTAATGGTTGTAG
GTATGTCATTGAAAC-TTGATGA-TGAGTTGAGGCTAATGGTTGTAG

1 intréon 2 49
GTATGACCCCT-CTTATCATATTTTAGGTCATATTCTAACAATATGCAG
GTATGTCTCTTACTCGACATTTTTCAGATTTTATACTAATATTATGCAG
GTATGTCTCTGACTCAAAATATTTCAGACTGTATACTAATAATGACQAQ
GTATGACCCCT-CTTATCATATTTTAGGTCATATTCTAACAATATGCAG
GTATGACCCCT-CTTATCATATTTTAGGTCATATTCTAACAATATGCAG
GTATGTCTCTTACTCGACATTTTTCAGATTTTATACTAATATTATGCAG

intréon 3
—-AGCCAA-GTCCTGATGATCATGTACTGATATTCTTCTAG
GTAAGTAAATCT TA--CTATGCCTTGATGATCGTGTACTGATATTCTTC-
GTAAGGAACTCTCTAACCAAAGACCTGGTGATCATGTACTGATATTCCT
GTAAGGAACCCT——AGCCAA GTCCTGATGATCATGTACTGATATTCTTCT.
GTAAGGAACCCT--AGCCAA-GTCCTGATGATCATGTACTGATATTCTT
CTATGCCTTGATGATCGTGTACTGATATTCTT

o|lo|o,.

53

AG

G)lO

G
AG

Figura 2.3: Alineamiento del intron 1 de la secuencia del gen pgxl (a) y de las
secuencias de los intrones 1, 2 y 3 del gen pgx2 (b) en distintos aislamientos de
Fusarium. Los motivos implicados en el procesamiento estan subrayados.

a) FORL r2 FOL l1a F. oxysporum
FORL r6 91,4 89,7 91,4
FORL r2 98,3 100
FOL 1a 98,3
b)
F. roseum FOL l1a FORL r2 FORL r6
F. equiseti 77,8 60,9 100 100
F. roseum 57,8 77,8 77,8
FOL 1a 60,9 60,9
FORL r2 100
FORL r6
Intrén 1
F. roseum FOL l1a FORL r2 FORL r6
F. equiseti 50 47,9 100 100
F. roseum 73,5 50 50
FOL 1a 47,9 47,9
FORL r2 100
FORL r6
Intrén 2
F. roseum FOL l1a FORL r2 FORL r6
F. equiseti 67,3 70 100 100
F. roseum 51 67,3 67,3
FOL 1a 70 70
FORL r2 100
FORL r6
Intrén 3

F. oxysporum
82,2
97,8
62,2
82,2
82,2

F. oxysporum
50
100
73,5
50
50

F. oxysporum
67,3
100
51
67,3
67,3

Tabla 2.2: Porcentajes de similitud obtenidos mediante el método Clustal del
programa Megalign, de las secuencias de el intrén 1 del gen pgxl (a) y los intrones 1,
2y 3 del gen pgx2 entre los distintos aislamientos de Fusarium analizados.
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Comparacion de las PGs de FORL con otras poligalacturonasas

descritas.

Se ha realizado una comparacion de las secuencias completas de las
PGs de FORL descritas en el capitulo primero, con diversas PGs de hongos
filamentosos. Se han incluido en el analisis, junto con las secuencias de
aminoacidos completas deducidas de los cuatro genes de PG de FORL, otras
ENDOPGs de hongos filamentosos representativas de grupos presuntamente
monofiléticos (Wubben, et al., 1999), todas las EXOPGs descritas hasta la
fecha y diversas PGs de plantas de diversos clados (Markovic, et al., 2001).

Las secuencias utilizadas aparecen en la tabla 2.1.

El resultado del andlisis filogenético se muestra en la figura 2.4. Se
puede observar que las PGs fungicas se distribuyen en dos grupos claramente
separados, uno que contiene todas las ENDOPGs y otro con las EXOPGs. Por

tanto, es posible apreciar una clara division de las PGs por su modo de accion.

Dentro del grupo donde se distribuyen las ENDOPGs flingicas se puede
observar la existencia de dos ramas una de las cuales se divide en diversos
grupos. También se puede observar la presencia de dos ramas distintas en las

que se distribuyen las EXOPGs fungicas.

Asimismo, se puede observar que las PGs pertenecientes a las mismas
especies aparecen situadas en grupos distintos. En concreto las dos
ENDOPGs de FORL aparecen claramente en grupos distintos, siendo la PG2
mas similar a las demas ENDOPGs presentes en otras especies de hongos.
Sin embargo la PG1 parece agruparse unicamente con las ENDOPGs descritas
en Fusarium. Por otro lado, las EXOPGs de FORL también se sitllan en grupos

situados en distintas ramas.

Las PGs de plantas aparecen distribuidas en un tercer grupo distinto a
las PGs fungicas estando mas proximas a las ENDOPGs que a las EXOPGs de

hongos.
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Figura 2.4: Dendrograma hecho mediante el método UPGMA con secuencias de PGs.
Los valores de Bootstrap menores de 1000 del arbol consenso se dan al lado de las
ramas. La longitud de las ramas es proporcional a la distancia genética. Ademas de las
secuencias de PGX1, PGX2, PG1 y PG2 de FORL se incluyen: Erwinia chrysantemi PG
(PEHXECRY, Genbank P15922), Arabidopsis thaliana EXOPG (EXOPGATHAL, Genbank
X72292), Medicago sativa EXOPG (EXOPGMEDSA, Genbank U20431), Brassica napus
PG1 (PG1BRANA, Genbank X95800). Las EXOPGs: Aspergillus tubingensis PGA
(PGAXASPTU, Genbank X99795), Botrytinia fuckeliana PGX (PGXBOTFU, Genbank
AF145229), Cochliobolus carbonum PGX1 (PGX1COCCA, Genbank L48982) A. nidulans
EXOPG (EXOPGASPND, Genbank AY237304) y FOL PGX4 (PGX4FO,Genbank AF395107).
Las ENDOPGs de los grupos propuestos por Wubben (Wubben, et al, 1999): |
(PGBASPNG, Genbank Y18805, A. niger), Il (PG2ASPTU, Genbank P19805, A. tubingensis),
Il (PG1SCSCL, Genbank L12023, Sclerotinia sclerotiorum), IV (PGCASPNG, Genbank
X64356, A. niger) y del V: PGR de F. moniliforme (PGRFUSMO Genbank Q07181,), PG1 de
FOL (PG1FO Genbank AB000124), PGR de C. carbonum (PGRCOCCA, Genbank
P26215,) y PG5 FOL (PG5FO, Genbank AF078156).En azul se resaltan las EXOPGs y en
rojo las ENDOPGs flingicas.
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DISCUSION.

Comparacién de secuencias parciales de EXOPGs en distintos

aislamientos del género Fusarium.

Como una primera aproximacion, para el estudio de la variabilidad que
presentan las EXOPGs dentro del género Fusarium se ha realizado el andlisis
comparativo de las secuencias de aminoacidos obtenidas a partir de las
secuencias parciales de los genes pgxl y pgx2. en cepas de F. oxysporum y
dos especies de Fusarium consideradas distantes de la seccion Elegans a la

que pertenece F. oxysporum.

El alto grado de similitud en las secuencias de las dos EXOPGs entre los
distintos aislamientos de F. oxysporum podria ser un indicativo de una baja
variabilidad genética dentro del género. Sin embargo, existen estudios en los
que se observa que regiones no codificadoras como las regiones intergénicas
espaciadoras (IGS) del rRNA reflejan la existencia de suficiente variabilidad
para distinguir entre distintos aislamientos de F. oxysporum (Appel y Gordon,
1996).

La comparacion de la secuencia de aminoacidos correspondiente al gen
pgx2 con respecto a las otras especies del género Fusarium (F. equiseti y F.
roseum) también indic6 un grado de similitud muy elevado, mayor que el
observado en el caso del gen pgl (Posada, et al., 2000). Considerando que la
region obtenida, en el caso de pgx2, corresponde al extremo amino-terminal de
la proteina y que es la que menos motivos conservados presenta, podemos
concluir que esta proteina esta altamente conservada en diferentes
aislamientos del género Fusarium. La escasa variabilidad observada podria

indicar un papel funcional importante de este gen en el hongo

Por el contrario, la secuencia parcial del gen pgx1 no se pudo obtener en
las cepas de F. equiseti y F. roseum mediante PCR con los cebadores
especificos utilizados. Este hecho es apoyado por los resultados del Southern
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blot presentados en el capitulo 3 en los que no se detecta ninguna sefial de
hibridacion en el genoma de estos dos aislamientos al utilizar la sonda
correspondiente al gen pgx1. La no deteccion de este gen podria deberse bien,
a que no esta presente, al menos la secuencia correspondiente al extremo
amino-terminal de la proteina, en las cepas analizadas, o bien, a que la
divergencia en la secuencia es muy elevada. El primer caso podria ser
explicado por fendmenos de reorganizaciones cromosomicas mediadas por
recombinaciones desiguales entre elementos maoviles (Daviere, et al., 2001).
No obstante, no habria que descartar la posibilidad de la divergencia de la
secuencia por una perdida funcional antigua seguida de un acumulo de

mutaciones.

Los resultados apoyan la existencia de una alto grado de conservacion
de los genes de EXOPG en las cepas en las que estan presentes. Teniendo en
cuenta su condicién de haploides, modificaciones en la funcionalidad de las
proteinas podria representar una desventaja, no asi en regiones no
codificadoras como las regiones IGS, en donde no existiria esta presion de
seleccion. Cambios en la secuencias podrian afectar a la funcionalidad de las
proteinas y ser relevantes en la funcion de estos genes en procesos como la
patogénesis o durante la fase saprofita del hongo. A pesar de la existencia de
indicios de que genes individuales de PGs no juegan un papel esencial en los
procesos de virulencia de Fusarium (Garcia-Maceira, et al., 2000) la actuacion
conjunta de todos estos genes podria conferir ventaja selectiva al hongo en
condiciones naturales, por lo que, la presion de seleccion actuaria minimizando

el nimero de cambios.

Por otro lado, se puede observar que en los intrones (Tabla 2.2) existe
un mayor grado de variacion que en las regiones codificadoras. Estas regiones
podrian acumular con mayor facilidad mutaciones sin que la funcionalidad de la
proteina se viera afectada. Aun asi, el corto tamafio de los intrones, tipico de
hongos filamentosos, y la presencia de secuencias implicadas en el
procesamiento podria ser la causa de que en algunos casos la similitud sea

elevada. Asimismo, estos analisis reflejan que el grado de variabilidad obtenido
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entre los distintos aislamientos es distinto para cada uno de los intrones, hecho
gue también se ha observado cuando se realiz6 un analisis similar con los

intrones del gen pgl (Posada, et al., 2000).

En conclusion podriamos sugerir que existe variabilidad genética entre
distintos aislamientos del género Fusarium si bien, las secuencias parciales de
aminoacidos correspondientes a los extremos amino-terminales de PGX1 y
PGX2 tienen un alto grado de conservacion en los aislamientos en los que
dichos genes estan presentes. Este hecho también se observo en el caso de
PG1 cuya regidén correspondiente al extremo carboxi-terminal estaba muy
conservada en distintos aislamientos del género Fusarium (Posada, et al.,
2000). Aunque no habria que descartar la posibilidad de que entre distintos
aislamientos de Fusarium, existieran cambios en regiones de estas EXOPGs
no introducidas en el andlisis, los resultados de nuestro andlisis estarian
sugiriendo que su papel seria relevante para el hongo en condiciones

naturales.

Comparacion de secuencias con otras poligalacturonasas

descritas.

El analisis comparativo de ENDOPG y EXOPG fungicas realizado ha
revelado su distribucion en dos grupos monofiléticos (Figura 2.4). Este hecho
sugiere que se produjo una divergencia de estas enzimas en funcién del modo
de accién en algin momento de su historia evolutiva anterior a la diversificacion

de las especies de hongos filamentosos.

Dentro del grupo que forman todas las ENDOPGs pertenecientes a
hongos, se observa que no se mantienen los cinco grupos monofiléticos
descritos Wubben, et al. (1999), distribuyéndose las PGs del grupo V (PG1y
PG5 de FOL y PGR de C. carbonum) en distintas ramas. Este hecho, esta de
acuerdo con el analisis mas amplio realizado por Markovic y Janecek, (2001)
en el que las ENDOPGs PG1 de FOL y PGR de F. moniliforme se sitian en
una rama distinta a las correspondientes al grupo V descrito por Wubben, et al.

98



Capitulo 2: Variabilidad y relacion evolutiva de PGs.

(1999). Sin embargo las relaciones de las ENDOPGs pertenecientes a los otros
cuatro grupos propuestos por Wubben, et al. (1999) coinciden con las
obtenidas en este trabajo. Aunque las ENDOPGs se distribuyan en varios
grupos posiblemente monofiléticos, el resultado obtenido indica que podrian
divergir a partir dos genes existentes antes de la diversificacion de las
especies, ya que, como se puede apreciar en la figura 2.4 existen dos grandes

grupos claramente separados de ENDOPGs.

Con respecto a las ENDOPGs de FORL se puede observar que la PG2
presenta una mayor proximidad a las demas secuencias obtenidas en otras
especies de hongos filamentosos, mientras que, no aparecen representantes
gue no sean del género Fusarium con homologia a la PG1 de FORL. Este
hecho podria deberse a que los genes de las PGs distribuidas en aquel grupo
han sido obtenidas utilizando sondas heterélogas lo que podria alterar la
variabilidad y la representatividad real. No habria que descartar por tanto, la

presencia de homologos de este gen en otros géneros.

En el caso de las EXOPGs, la PGX2 de FORL y la EXOPG de A.
nidulans forman un grupo monofilético que esta claramente separado de las
otras secuencias de EXOPGs caracterizadas hasta la fecha. La introduccion en
los analisis de nuevas secuencias de EXOPGs obtenidas a partir de la proteina
purificada, podria contribuir a que se incremente el numero de grupos
monofiléticos. Por ello, la caracterizacibn de nuevos genes codificadores de

PGs es importante para entender mejor sus relaciones evolutivas.

Las PGs de plantas estan distribuidas en un tercer grupo mas proximo a
las ENDOPGs fungicas. En otros andlisis las PGs de plantas aparecen también
separadas de ambos grupos de PGs fungicas (Markovic y Janecek, 2001)
aunque mas cercanas a las EXOPGs. A pesar de que las PGs de plantas
comparten algun residuo que esta presente en las EXOPGs fungicas (Federici,
et al., 2001), los analisis apoyan la existencia de una gran divergencia entre las
PGs de ambos organismos. Se ha observado que las PGs de plantas

presentan una gran variabilidad (Markovic y Janecek, 2001), posiblemente
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relacionada con las diferentes funciones que presentan. La gran variabilidad de
estas PGs puede afectar a los resultados en un analisis comparativo si se
utiliza un nimero pequefio de secuencias y en funcion de las secuencias de
PGs de plantas seleccionadas. Ademas se ha observado que las PGs de
plantas no se dividen segun su modo de accion si no que se distribuyen en
clados (Torki, et al., 2000).

Los resultados obtenidos sugieren la existencia de dos grupos de PGs
divididos en funcién de su modo de accién. También es posible observar que
se forman dos grupos esenciales de ENDOPGs y dos de EXOPGs lo que
sugeriria la presencia de cuatro tipos esenciales de PGs representados en

diversas especiesy que estan presentes en Fusarium.
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Capitulo 3: Control genético de las PGs de FORL.

INTRODUCCION.

La importancia de las poligalacturonasas en mircroorganismos
patdogenos ha llevado a la caracterizacion de nuevos genes en diferentes
especies de hongos y se ha comprobado que existe una gran variabilidad en la
organizacion de estos genes entre las distintas especies. Se han descrito
desde familias de genes de poligalacturonasas (Williams, et al., 2002; Wubben,
et al., 1999), hasta la existencia de diversos genes que codifican para PGs pero
que no pertenecen a una misma familia como es el caso de F. oxysporum o
Cochliobolus carbonum (Scott-Craig, et al., 1998). Esta gran diversidad en la
organizacion genética de estas proteinas hace dificil determinar que tipo de

control genético existe en cada especie concreta.

Las evidencias disponibles indican que la regulacién de estos genes
ocurre a nivel transcripcional y presenta algunos mecanismos comunes a
todos. Se ha observado que la mayoria estan inducidos por sustrato y
sometidos a represion catabdlica (Annis y Goodwin, 1997). Estudios recientes
aportan nuevos datos sobre los mecanismos de regulaciéon de las PGs. Se ha
observado que algunas PGs presentan una expresion constitutiva (Parenicova,
et al., 2000) detectandose sus transcritos en cultivos in vitro en diversas
fuentes de carbono. Se han descrito algunos genes de enzimas pécticas en los
gue sOlo se detecta su expresion en planta infectada, tal es el caso de la
pectato liasa pelD de F. solani (Guo, et al., 1996). En otras especies como B.
cinerea se ha observado que los genes pertenecientes a una misma familia de
ENDOPGs presentan un patron diferencial de expresion en funcion del tejido
del hospedador, el estado de la infeccidon y la temperatura (ten Have, et al.,
2001).

Dentro del género Fusarium, los genes de ENDOPG pgl, pg5 vy la
EXOPG pgx4 de FOL parecen también estar inducidos por pectina y acido
galacturénico y reprimidos por glucosa (Di Pietro y Roncero, 1998; Garcia-
Maceira, et al., 2001; Garcia-Maceira, et al., 2000). En FORL se observé que
los genes pgl y pgx2 también estaban regulados a nivel transcripcional y, que
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en las condiciones utilizadas para realizar los cultivos, se expresaban en los
mismos momentos, aunque la pgx2 presentaba una mayor induccién (Posada,
1999). Asimismo, se observd que ambos estaban en copia Unica dentro del

genoma de FORL.

La caracterizacion de nuevos genes codificadores de PGs nos ha
permitido realizar un estudio comparativo de sus estructuras descritas en el
capitulo anterior. Como hemos visto, aunque en FORL la similitud entre estos
genes es baja, existe una redundancia en la funcién y pese a que su estructura
terciaria tedrica presenta una gran similitud, existen algunas diferencias que se
deducen de las estructuras primarias de cada PG. Esto nos llevo a
preguntarnos sobre el tipo de control genético al que podrian estar sometidos

estos genes y si existian diferencias a ese nivel.

En este capitulo se describe el anélisis de la expresion genética de los
cuatro genes codificadores de PGs descritos en el capitulo anterior en relacion
a diferentes sustratos a lo largo de 10 dias de cultivo in vitro para determinar si
presentan una regulacion coordinada o si por el contrario, cada uno de ellos

tiene un patrén de expresion particular.

Asimismo, se determind el nimero de copias en el que se encontraban
los genes pgx1l y pg2 en el genoma de FORL y en una muestra de aislamientos
representativa de las secciones del género Fusarium, aspecto que adn no se

conocia.

MATERIAL Y METODOS.

Material biolégico y cultivo.

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado los aislamientos
FORL r6 y FORL r2, el aislamiento de FOL 1la (aislados de plantas de tomate
infectadas y cedidos por el Dr. Tello del INIA, Madrid) y aislamientos de F.

equiseti, F. episphaeria, F. roseum, F. moniliforme, F. solani, F. oxysporum
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aislados de pifiones de pifias cerradas de Pinus pinea y cedidos por la Dra.
Mufioz del Departamento de Zoologia, Enfermedades y Plagas Vegetales de la
Escuela Universitaria de Ingenieros Técnicos Forestales de La Universidad
Politécnica de Madrid y un aislamiento de F. graminearum cedido por la Dra.
M.J. Martinez del Centro de Investigaciones Biologicas de Madrid (CSIC). El
mantenimiento de cepas se describe en material y métodos del capitulo

primero.

El medio de cultivo utilizado (Cruickshank, 1983) contenia como fuentes
de carbono glucosa 1% para los ensayos con DNA y glucosa (1%), acido
galacturonico (1%) y pectina de manzana (1%) para los ensayos con RNA.
Todos los cultivos en medio liquido se inocularon con discos miceliales de 1cm

de didmetro cortados de los margenes de colonias de 7 dias.

Para la obtencién del DNA las diferentes cepas fueron cultivadas en
matraces de 100 ml que contenian 20 ml de medio de cultivo liquido con

glucosa e incubadas a 25°C en estético durante 7 dias.

Para los ensayos con RNA se inocularon 20 ml de medio con glucosa
con discos miceliales de FORL r6 y se incubaron durante 4 dias a 25 °C en
estatico, el micelio se recogi6 por filtracion y se lavé con agua destilada estéril y
fue transferido a matraces con 20 ml de nuevo medio con diferentes fuentes de
carbono glucosa (1%), acido galacturénico (1%) y pectina de manzana (1%), se
cultivaron en estatico a 25 °C , se recogieron a las 24 h, 36 hy al cabo de 2, 3,
4,5, 6,7, 8,9y 10 dias por filtracién a través de papel Whatman No. 1 y se

congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y conservados a —80 °C.

Extraccion de acidos nucleicos.

La extraccion de DNA se realizd segun el método descrito en el capitulo
primero. La extraccion de RNA total se realizd6 segun una modificacién del
método Logemann, et al. (1987). 2 g de micelio congelado fueron

homogeneizados en mortero con nitrogeno liquido. El polvo fue transferido a un
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tubo de 50 ml con 5 ml de tampdn de guanidinio (hidrocloruro de guanidinio 8,0
M; &cido 4-mofolinetansulfénico 20 mM; EDTA 20 mM y B-mercaptoetanol 50
mM a pH 7,0). La mezcla fue homogenizada en vortex y se le afiadieron 5 ml
de fenol:.cloroformo:isoamilalcohol (PCIA; 25:24:1). Se realiz0 una
centrifugacion a 12000 rpm durante 45 minutos a 4 °C. Se recupero la fase
acuosa y se le afiadidé PCIA, se centrifug6é a 12000 rpm durante 20 minutos a 4
°C. Este paso se repitio dos o tres veces hasta ver limpia la fase acuosa. Se
recupero la fase acuosa en tubos y se mezclo con 0,7 volumenes de etanol
100% frio y 0,2 voliumenes de acido acético para precipitar el RNA y dejar el
DNA vy las proteinas residuales en el sobrenadante. La mezcla fue incubada a —
80 °C durante 1 hora. Se realizé una centrifugacion a 10000 rpm durante 10
minutos a 4 °C. El RNA precipitado fue lavado con 1,5 ml de acetato sédico 3,0
M a pH 5,2 resuspendiéndolo suavemente. EI RNA fue transferido a tubos de
1,5 ml. Se realiz6 una centrifugaciéon a 12000 rpm durante 5 minutos. En los
casos necesarios se repitid el lavado con acetato sodico. Finalmente, el RNA
fue lavado con etanol 70 % a temperatura ambiente y secado al vacio. El RNA

fue resuspendido en 100 ul de agua miliQ, estéril y libre de RNAsa.

La concentracion de RNA fue estimada por absorcion a 260 nm,
asumiendo que una concentracion de 40 pg-/ml es una unidad de densidad
Optica. La integridad del DNA fue comprobada en geles de agarosa como se
describe més adelante. Como ya se ha mencionado previamente, todas las
soluciones y el agua utilizadas fueron tratadas con dietil pirocarbonato (DEPC)
durante 24 horas a 37 °C y luego esterilizadas a 121 °C durante 15 minutos en

autoclave.

Electroforesis en geles de agarosa.

Las electroforesis de DNA se realizaron en geles de agarosa en las

condiciones ya especificadas en el capitulo primero.

La separacion del RNA se realizdé basicamente segun Sambrook, et al.

(1989) en geles de agarosa al 1,5% con formaldehido 2,2 M, tampon MAE 1X
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(20 MM MOPS, 5 mM acetato sédicoy 1 mM EDTA, pH 8,0). A las muestras de
RNA se les agregé 3,2 volumenes de tampdén MAE 5X, 1,75 vol de
formaldehido y 5 vol de formamida. Las muestras se incubaron a 65 °C durante
15 minutos y enfriadas en hielo. A continuacion, se les agrego6 2 ul del tampon
de carga (glicerol 50%, EDTA 1 mM pH 8, azul de bromofenol 0,25% y cianol
xilano 0,25%). Para realizar los geles que posteriormente iban a ser
transferidos se cargaron 15 pg de RNA total en cada carril sin bromuro de
etidio. Se afiadio 1 pl de una solucion de bromuro de etidio 1mg/ml a las
muestras para analizar su calidad unicamente en aquellos geles que no iban a
ser transferidos a membrana para su hibridacion. Los geles se corrieron en

tampon MAE a voltaje constante de 70 V.

Digestiones con enzimas de restriccion.

El DNA gendmico (20-25 pg) de FORL r6 y r2 y FOL, F. equiseti, F.
episphaeria, F. roseum, F. moniliforme Sheldon, F. solani, F. oxysporum, F.
graminearum y tomate fue digerido con las enzimas de restriccion Pst | y EcoR

| segun esta descrito por Sambrook, et al. (1989).

Hibridacién tipo Southern.

La transferencias de los geles de agarosa con las muestras de DNA
fueron realizadas segun se describe en el capitulo primero. Las membranas
con el DNA digerido fueron prehibridadas e hibridadas a 40 °C segun
Sambrook, et al. (1989), en las condiciones descritas en el capitulo primero en

condiciones moderadamente restrictivas y con las sondas de genes pgx1y pg2
La deteccion se llevé a cabo mediante la exposicion durante 4 y 12
horas del filtro hibridado con la pelicula Hyperfiim MP (Amersham Biosciences,

Gran Brentafa) a —80°C en oscuridad.

Hibridaciones tipo northern.
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Las transferencias de geles de RNA se realizaron por capilaridad a una
membrana de nylon Hybond-N (Amersham Biosciences, Gran Brentafa) con
una solucién 20XSSC (NacCl 3,0 M y acetato sodico 0,3 M pH 7,0) durante una
noche tras lavar el gel durante 5 minutos con agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC). Una vez retirado el gel, la membrana fue lavada en una
solucion 2XSSC y secada al aire durante 30 minutos. EI RNA fue fijado a la

membrana a 80 °C durante 2 horas.

Las membranas se prehibridaron a 40 °C durante una noche en una
solucion de formamida 50%, SSPE 5% (NaCl 0,9 M, fosfato sédico 50 mM y
EDTA 5 mM a pH 7,7), Denhardt 5% (Ficoll 0,02%, polivinilpirrolidona 0,02% y
albumina de suero bovino 0,02%), SDS 0,5% y 500 pug de esperma de salmoén

desnaturalizado.

Las hibridaciones se llevaron a cabo a 40 °C durante 24 horas en una
solucion idéntica a la anterior con las sondas de los genes pgx1 (637 pb) ,pgx2
(750 pb), pgl (753 pb) y pg2 (682 pb) marcadas y desnaturalizadas segun se

ha mencionado previamente.

Se realizaron 2 lavados de 15 minutos a temperatura ambiente en SSPE
2X'y SDS 0,1%, 1 lavado de 15 minutos a 55 °C en SSPE 2Xy SDS 0,1% vy 1
lavado de 15 minutos a 55 °C en SSPE 0,1X y SDS 0,1%.

La deteccion se llevé a cabo mediante la exposicion durante 4 y 12
horas del filtro hibridado con la pelicula Hyperfiilm MP (Amersham Biosciences,

Gran Brentafia) a —80 °C en oscuridad.

RESULTADOQOS.

Determinacion del numero de copias de los genes pg2 y pgx1.
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En estudios previos realizados por Patifio, et al. (1997) y Posada (1999)
se determind que los genes pgl y pgx2 estaban en copia Unica en el genoma

de FORL y en diversas especies del género Fusarium.

En este trabajo se ha determinado el nimero de copias de los genes
pgx1l y pg2 en varias cepas de especies representativas de las secciones del
género Fusarium mediante andlisis de Southern blot (Figura 3.1a y 3.1b,
respectivamente). Para ello se digirié el DNA gendmico de varias cepas de F.
oxysporum: FORL r6 , FORL r2, FOL la y de otra cepa de F. oxysporum
obtenida de pifiones de P. pinea, y de una cepa de las especies: F. equiseti, F.
episphaeria, F. roseum, F. moniliforme, F. solani, F. graminearum con dos
endonucleasas de restriccion. Se utilizaron las sondas obtenidas en el capitulo
primero correspondientes a los gen pg2 y pgx1 en condiciones moderadamente

restrictivas.

En la figura 3.1a de puede observar que al utilizar la sonda del gen pgx1
s6lo se detecta una sola sefial de hibridacion con cada endonucleasa de
restriccion en todos los aislamientos de F. oxysporum, FOL 1a, FORL r2 y
FORL r6. Las bandas adicionales que aparecen en la digestion con Pst | del
DNA gendmico de FOL la podrian ser debidas a fragmentacién mecanica del
DNA. En F. moniliforme aparecen dos sefales de hibridacién al digerir su DNA
con Eco R | esto hecho podria explicarse por la presencia de una diana Eco RI
en la region que hibrida con la secuencia utilizada como sonda. Las bandas
que aparecen al digerir su DNA con Pst | podrian ser el resultado de una

digestion incompleta.
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Fs Feq Fep Fr Fm Fs Fo Fg ré r2 FOL
P EP EP E PE P E EPEP EP EP EP

a)

Fs Feq Fep Fr Fm Fs Fo Fg ré r2 FOL
P EPEPE®PEPTE EPEP EPEPTEP

b)

Figura 3.1: Hibridacidn tipo Southern con las sondas correspondientes a los genes
pogxl (@) y pg2 (b) y el DNA genémico de diferentes especies de Fusarium
digerido con EcoR V (E) y Pst | (P): F.s: F. solani, F.eq: F. equiseti, F.ep: F.
episphaeria, F.r: F. roseum, F.m: F. monilforme, F.0: F. oxysporum, F.g: F.
graminearum, r2: FORL r2, r6: FORL 16 y FOL.
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Como se puede observar en la figura 3.1a no se ha detectado ninguna
hibridacién positiva con la sonda correspondiente a pgx1l en el genoma de F.
solani, F. equiseti, F. graminearum, F. ephisphaeria, y F. roseum. Se puede
concluir que el gen pgx1 esta en copia uUnica en el genoma de los aislamientos

de F. oxysporum y F. moniliforme analizados.

En la figura 3.1b el gen pg2 esta presente en una Unica copia en todas
las especies de Fusarium analizadas. En todos los aislamientos de F.
oxysporum (FORL r2, FORL r6 y FOL la) se observa una uUnica sefial de
hibridacion. La presencia de bandas adicionales en alguna de las especies
analizadas podrian ser debidas a la existencia de una diana EcoR | en la regién
del gen pg2 que hibrida con la sonda utilizada. Por tanto, se podria concluir que
el gen pg2 esta presente en copia unica en todos los aislamientos del género

Fusarium analizados.

Se puede observar que para las dos sondas utilizadas el patron de
hibridacion en los tres aislamientos de F. oxysporum patdégenos del tomate
(FORL r2, FORL r6 y FOL) es bastante similar. En el caso de pgxl se puede
observar que el aislamiento de F. oxysporum obtenido de pino también tiene un

patréon de hibridacion similar a los aislamientos patdégenos de tomate.

Estudio de la expresion de los genes pgl, pg2, pgxl y pgx2 en

cultivos in vitro.

Los analisis de la expresion en cultivos in vitro de los cuatro genes de
PGs de FORL r6 se realizaron mediante northern blot. Para ello, se utilizaron
las cuatro sondas descritas en el capitulo primero y RNA de FORL r6 obtenido
a partir de cultivos con glucosa, acido poligalacturénico y pectina de manzana
como fuentes de carbono a distintos tiempos durante 10 dias (Figuras 3.2, 3.3,
3.4y 3.5).
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En medios con glucosa no se detectd ningun tipo de banda en tres de
los genes pgx1, pgx2 y pgl. Cuando se utilizé la sonda correspondiente al gen
pg2 se observo una sefial débil a las 24, 30 y 48 horas de un tamafio
aproximado de 1100 nt. Estos resultados indican que no existe ninguna
expresion de los genes pgxl, pgx2 y pgl en medios con glucosa y niveles

bajos del gen pg2.

Cuando se utilizd6 como fuente de carbono pectina de manzana se pudo
apreciar la existencia de una banda correspondiente a un mRNA de 1400 nt en
las muestras de los cultivos del tercer y cuarto dia, cuando se utilizé la sonda
del gen pgx2. Para el gen pgx1, el patron de expresion resulta parecido, pero
no idéntico al del gen pgx2, apreciandose una sefial correspondiente a un
MRNA de aproximadamente 1400 nt, en las muestras recogidas desde el
tercero al octavo dia de cultivo. Asimismo, la intensidad de la sefial varia con
respecto al gen pgx2. Se detecta expresion del gen pg2 en medios con pectina
de manzana durante los primeros 4 dias del cultivo sin embargo no se ha

detectado expresion del gen pgl en este medio.

En medios con acido galacturénico se detecta la expresion de ambos
genes de EXOPGs desde el dia tercero al sexto, siendo mayor la intensidad de
la sefial del gen pgx2. También se detectd una leve expresion del gen pgl el
dia tercero de los cultivos de acido galacturénico. Se observo expresion del gen
pg2, durante los primeros 4 dias en los cultivos que llevaban como fuente de

carbono &cido galacturonico.

Estos resultados indican que estos genes estan regulados

transcripcionalmente y son inducidos en presencia de sustrato.

En las figuras 3.2, 3.3, 3.4 y 3.5 se puede observar que el patron de
expresion de los cuatro genes en medios inductores es diferente cuantitativa y
cualitativamente, asi como que la induccion del gen pg2 es sustituida en el

tiempo por la de los genes de EXOPGs.
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&) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d C+

b) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d C+

m - .. R -

c) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d C+

Figura 3.2: Analisis de northern blot con la sonda correspondiente al gen pgxl. Muestras
recogidas desde 24 horas a 10 dias de cultivos con glucosa(a), pectina de manzana (b)
y acido galacturénico (c) como fuente de carbono.
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a) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d C+

b) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d C+

C) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d C+

Figura 3.3: Analisis de northern blot con la sonda correspondiente al gen pgx2. Muestras
recogidas desde 24 horas a 10 dias de cultivos con glucosa(a), pectina de manzana
(b) y &cido galacturénico (c) como fuente de carbono.
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a) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d C+

b) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d C+

C) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d C+

Figura 3.4: Analisis de northern blot con la sonda correspondiente al gen pgl. Muestras
recogidas desde 24 horas a 10 dias de cultivos con glucosa(a), pectina de manzana (b) y
acido galacturénico (c) como fuente de carbono.
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a) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d

b) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d

C) 24h 30h 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d

'.'...Q vme -

Figura 3.5: Analisis de northern blot con la sonda correspondiente al gen pg2. Muestras
recogidas desde 24 horas a 10 dias de cultivos con glucosa(a), pectina de manzana
(b) y acido galacturénico (c) como fuente de carbono.
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También existen diferencias cualitativas y cuantitativas en funcién de la
fuente carbonada cuando se produce la induccion de los genes. Los genes
pgx1l y pgx2 presentan niveles mas elevados que el gen pg2. Se observa que
la induccion es mas prolongada en acido galacturonico para el gen pgx2, pero
es mas intensa en pectina manzana. Para el gen pgx1 la induccién es mas
intensa en galacturdnico pero se prolonga mas en pectina de manzana. El gen
pg2 se induce mas en galacturdénico y para el pgl s6lo se ha detectado

induccion en galacturénico.

DISCUSION.

Determinacion del numero de copias de los genes pg2 y pgx1.

Los genes pgx1ly pg2 estan presentes en copia Unica en el genoma de
las cepas de F. oxysporum patogenas del tomate (FORL r2 y r6, y FOL l1a) y
presentan un patron idéntico en todas ellas (Figura 3.1), hecho que también se
ha observado para los genes pgl y pgx2. Esto podria ser un indicativo de la
proximidad genética entre aislamientos patdégenos. En la otra cepa de F.
oxysporum analizada obtenida de pinos los genes pgxl y pg2 se encuentran en
copia Unica, lo mismo que ocurre en el caso de los genes pgl y pgx2 (Posada,
1999). Sin embargo, se ha observado que en el caso del aislamiento de F.
oxysporum obtenido de pino so6lo se mantiene un patron de hibridacion similar
para el gen pgxl. Esto podria estar indicando que este aislamiento estd mas
alejado de los aislamientos de F. oxysporum patégenos del tomate.

Con relacion al gen pgxl y al conjunto de las cepas de Fusarium
analizadas se observd que sélo en el caso de F. moniliforme Sheldon hubo
hibridacion positiva (Figura 3.1a). En el resto de los aislamientos analizados no
se ha detectado la presencia de este gen. Esto puede ser debido a que no
exista en el genoma de estos hongos ningun gen con suficiente homologia a la
region de pgx1 utilizada como sonda. En el caso de F. graminearum y gracias a

la reciente secuenciacion de su genoma, se ha podido observar la presencia de
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una proteina con una identidad del 66% a la region del gen pgx1 utilizada como
sonda. Por tanto, es posible que el gen pgxl esté presente en algunos de los
aislamientos de F. graminearum pero la homologia en esa zona fue
probablemente insuficiente en el aislamiento utilizado. También podria haber
perdido funcionalidad por acumulacion de mutaciones o haber desaparecido.
Cambios drasticos en la secuencias de algunos genes podian deberse a la
existencia de elementos maoviles activos en el genoma de Fusarium (Daviere, et
al., 2001). Por otro lado, se ha descrito en un aislamiento de FOL la presencia
del gen pgx4 (Garcia-Maceira, et al., 2000) cuya similitud con la region utilizada
como sonda del gen pgxl de FORL es del 99.2%, aunque, como ya se
mencionod en el capitulo 1, la region correspondiente con el extremo carboxi-
terminal presenta cambios significativos entre ambos genes. El hecho de que
en el aislamiento de FOL utilizado en nuestro trabajo solo aparezca banda al
hibridar con la sonda de pgx1l podria deberse a que este aislamiento presenta
las dos copias del gen (pgx4 y pgxl) situadas en tandem, o bien, solo esta

presente en el aislamiento utilizado en este trabajo uno de los dos genes.

El gen pg2 sin embargo esta presente en copia Unica en todos los

aislamientos de Fusarium (Figura 3.1b).

En resumen, los cuatro genes descritos en FORL estarian en copia
anica en FORL, FOL, F. oxysporum y las otras especies de Fusarium excepto
pgxl que podria haberse perdido o presentar mas diferencias en los
aislamientos de F. solani, F. equiseti, F. graminearum, F. ephisphaeria, y F.

roseum.

Por otro lado, no se ha observado que ninguno de los cuatro genes
produzcan hibridacion cruzada en ninguno de los aislamientos. Esto, unido a la
baja similitud obtenida entre sus secuencias (Capitulo 1) parece indicar que
estos cuatro genes no pertenecen a una misma familia. Como ya hemos
mencionado previamente en algunas especies de hongos se han descrito
familias génicas de PGs (Wubben, et al., 1999; Williams, et al., 2002). Sin

embargo en otras especies de hongos solo han sido descritos uno o varios
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genes codificadores de PGs que estan presentes en una Unica copia dentro del
genoma, sin formar parte de la misma familia. Tal es el caso de la ENDOPG
(Scott-Craig, et al.,, 1990) y EXOPG (Scott-Craig, et al., 1998) descritas en
Cochliobolus carbonum, la EXOPG de A. tubingensis (Kester, et al., 1996) o las
dos ENDOPGs de Colletotrichum lindemuthianum (Centis, et al., 1997).

Como hemos visto, los genes de PG se encuentran en copia Unica en el
genoma de estas especies. A pesar de la existencia en todos los casos de mas
de un gen de PG, este hecho no puede explicar la variabilidad en isoformas de
PGs presentes en muchos de los aislamientos analizados (Posada, et al.,
2001). Esto podria deberse a la existencia de modificaciones post-
traduccionales como la glicosilacion (Caprari, et al., 1993a) o la presencia de
mas genes de PGs que no presenten suficiente homologia con los ya
caracterizados. Aungque no se puede descartar la presencia de genes de PG
adicionales, en el caso de F. graminearum, no se han encontrado evidencias
que lo apoyen, ya que, las secuencias de los cuatro genes de PGs descritos en
FORL presentan homologia so6lo con cuatro secuencias diferentes del genoma
de F. graminearum secuenciado y disponible en la direccion http://www-

genome.wi.mit.edu/annotation/fungi/fusarium/index.html.

Estudio de la expresion de los genes pgl, pg2, pgxl y pgx2 en

cultivos in vitro.

Los genes pgx1, pgx2 y pgl no se expresan en presencia de glucosa
(Figuras 3.2, 3.3 y 3.4). Esto podria explicarse a que estan sometidos a
represion catabdlica hecho que se ha observado en diversas especies de
Aspergillus, Fusarium y en C. carbonum (Annis y Goodwin, 1997). La presencia
en sus promotores de motivos CREA (Kulmburg, et al., 1993) implicados en la

represion catabdlica parece apoyar esta hipotesis (Capitulo 4).

Los medios con pectina y acido galacturénico inducen la expresion de
los genes pgx1, pgx2 y pg2 aunque con diferencias cualitativas y cuantitativas

(Figuras 3.2, 3.3 y 3.4). Estos datos apoyan la hipétesis de que los genes de
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PGs generalmente estan regulados a nivel transcripcional y son inducidos
mediante sustrato (Annis y Goodwin, 1997). Ambos genes codificadores de
EXOPG se inducen de modo semejante en pectina y acido galacturonico,
aunque con diferencias en funcion del sustrato. El gen pgx2 parece inducirse
mas y en el caso de pectina de manzana su inducciéon comienza horas antes

que el pgx1.

En el caso del gen pg2 se expresa tanto en pectina como en
galacturénico aunque también con diferente intensidad en galacturénico. En
estos casos la induccién es mas temprana, observandose sefal del dia primero
al cuarto de cultivo, para posteriormente desaparecer. Ademas es el Gnico gen
en el que se ha detectado expresion en medios con glucosa (el primer y
segundo dia), por lo que podria ser un buen candidato a funcionar en los
primeros estadios de la infeccién, ya que, su patrén de expresién en los
primeros momentos del cultivo podria asemejarse a uno constitutivo. En los
analisis filogenéticos realizados en el capitulo 2, la PG2 aparece situada cerca
de la ENDOPG de F. moniliforme (PGR). En el estudio realizado por Wubben,
et al. (1999) se observa que PGR esta en el mismo grupo que la ENDOPG
BcPG3 de B. cinerea cuya expresion se ha observado en medios con glucosa.
Aunque no habria que descartar la existencia de expresion el resto de los dias
y que no haya podido ser detectada mediante northern blot, también es posible
gue este gen presente un patron de expresion diferente en respuesta a
determinados factores inductores. Se ha observado que el gen de ENDOPG
clpg2 de Colletotrichum lindemuthianum se expresa en estados tempranos de
germinacion de los conidios y durante la formacion del apresorio (Dumas, et al.,
1999).

En el caso del gen pgl, los resultados de estos experimentos indican un
nivel bajo de expresion en las condiciones utilizadas. En un trabajo anterior
(Posada, 1999) se observd que su patron de expresion se asemejaba al de
pgx2 y sus niveles eran mayores que los obtenidos en este estudio. Esta
aparente contradiccion entre ambos estudios podria explicarse teniendo en

cuenta que las condiciones de los cultivos fueron diferentes. En cualquier caso
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la contribucién de este gen en relacién al conjunto de genes de PGs parece ser
escasa en FORL.

Los datos indican una induccion inicial de pg2, seguido de los dos genes
de EXOPGs pgxl y sobre todo pgx2, que reemplazarian la actividad del gen
pg2 (Figuras 3.2, 3.3 y 3.5). Estos resultados apoyan la hipétesis de que los
genes de PGs de FORL estan sometidos a una regulacion diferencial. Esto
podria tener una gran importancia en la interaccion huésped-patdégeno ya que
la induccion de EXOPGs podria degradar los oligogalacturénicos liberados por
las ENDOPGs y que van a ser los causantes del desencadenamiento de las
respuestas de defensa de la planta (De Lorenzo y Ferrari, 2002). Es por ello
gue una estricta regulacion de estos genes podria resultar de gran importancia
en el proceso de patogénesis. Por otra parte, podrian existir también
diferencias entre cepas o especies distintas lo que explicaria por ejemplo como
en FORL la actividad PG mayoritaria es de tipo “exo” mientras que en FOL (en

algunos de los aislamientos descritos) es de tipo “endo”.

No hay que olvidar que existen otras enzimas pécticas (pectin y pectato
liasas ) también presentes en FORL que pueden contribuir a la degradaciéon de
la pectina y cuyo papel aun no se conoce bien. La redundancia en Fusarium es
s6lamente aparente, ya que, todas las PGs parecen diferir en su estructura
primaria y posiblemente en sus caracteristicas fisico-quimicas o patrén de
induccion en planta infectada o durante el crecimiento saprofitico. El hecho de
la existencia de varios genes de funciones similares regulados de manera
diferencial podria conferir al patdbgeno una mayor flexibilidad para hacer frente

a las condiciones cambiantes del ambiente del hospedador.

En conclusién, podriamos sugerir una regulacion diferencial de los genes
codificadores de ENDO y EXOPGs frente al sustrato y probablemente una
respuesta diferente frente a otros factores que se sabe influyen sobre las PGs
como sefales y redes de regulacion relacionadas con el desarrollo, conidiacién
estrés y patogénesis. La presencia diferencial de motivos reguladores en sus

promotores podria apoyar esta hipotesis.
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INTRODUCCION.

El estudio de elementos reguladores de las poligalacturonasas ha
despertado un gran interés en los ultimos tiempos. En vista de los escasos
resultados positivos que relacionan a genes individuales de PGs con la
patogénesis y virulencia (ten Have, et al., 1998; Oeser, et al., 2002), y dado
que, en la mayoria de los casos existe una redundancia de estas enzimas, el
descubrimiento de factores que estén implicados en su regulacion podria
resultar de gran utilidad para entender el papel que desempefian en este

proceso.

Como hemos visto, estas enzimas estan reguladas a nivel
transcripcional y presentan mecanismos de regulacion generales como la
induccion por sustrato y represion catabodlica. Aunque, en la mayoria de los
casos descritos exista mas de un gen codificador de PG, y por tanto, una
redundancia en funciéon que permitiria una mayor eficacia en la degradacion de
la pectina, la poca relacidon existente entre las secuencias de estos genes en
muchas de las especies, indica una divergencia antigua. Este hecho sugiere
una divergencia también a nivel de motivos reguladores y por tanto en la

regulacion de los diferentes genes de PGs de un mismo organismo.

En general, las evidencias parecen apoyar esta idea ya que , cuando se
ha caracterizado mas de un gen en la misma especie, se ha visto que los
patrones de regulacién tanto en cultivos in vitro (Wubben, et al., 1999) como en
planta infectada (ten Have, et al., 2001) de cada uno de los genes suelen
presentar diferencias. Como hemos visto en el capitulo anterior los genes de
PGs en FORL presentan una regulacion diferencial y parecen actuar

secuencialmente dependiendo de las condiciones.

Estudios recientes indican que la regulacion de estos genes es mas
compleja de lo que antes se creia y que no solo depende del sustrato. Parece
que otro factor que estaria influyendo en la regulacién transcripcional de las

PGs seria el pH del medio. Este hecho se ha observado, por ejemplo en los
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casos de B. cinerea (Wubben, et al., 2000) y Sclerotinia sclerotiorum (Cotton, et
al., 2003). También se ha observado que el factor PacC implicado en la
regulacion de los genes en funcidén de las condiciones de pH del medio
(Denison, 2000) esta relacionado con la virulencia y la expresién de genes de

PGs en F. oxysporum (Caracuel, et al., 2003).

Otros factores relacionados con la transduccion de sefales, como el
sistema de MAPK quinasas, estan relacionados con la regulacion de genes
codificadores de enzimas pécticas (Di Pietro, et al.,, 2001). También el factor
ccSNF1, necesario para la expresion de genes sometidos a represion
catabolica, esta relacionado con la induccion de las enzimas pécticas en C.
carbonum (Tonukari, et al., 2000). En ambos casos también se ha observado

que estos factores estan relacionados con la patogénesis.

Por tanto, la determinaciéon de factores implicados en la regulacion de
estas enzimas es necesaria para entender su integracién en las redes de

regulacion y su implicacion en los procesos de patogénesis.

Por ello, nos planteamos un doble objetivo en este capitulo. Primero
determinar que factores podrian estar implicados en la regulacion de las PGs
de FORL y segundo, establecer un sistema, que nos permitiera realizar un
analisis funcional comparativo de las cuatro regiones promotoras de una forma
rapida, ya que, como se ha comentado la transformacion de Fusarium es un

proceso largo y laborioso.

Para alcanzar el primer objetivo se realizé un analisis in silico de las
regiones promotoras de los genes de PG de FORL utilizando el servidor
TRANSFAC (Wingender, et al., 2000) donde existen herramientas como el
programa Matlnspector (Quandt, et al., 1995) que permiten detectar motivos
reguladores potenciales comparando las secuencias introducidas con matrices
de sitios de union a factores de transcripcion, especialmente aquellos en los

que se demostrado su capacidad de union experimentalmente.
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Posteriormente para el analisis funcional de los promotores, se eligi6 el
sistema de S. cerevisiae, ya que la transformacion de esta levadura es un
proceso sencillo. Por otro lado, se han descrito PGs en cepas de S. cerevisiae
y se ha observado que presentan induccion por sustrato (Gognies, et al., 2001)
y se habia demostrado que promotores de genes de A nidulans son activados

en S. cerevisiae (Andrianopoulos y Timberlake, 1994).

MATERIAL Y METODOS.

Andlisis de secuencias promotoras.

Mediante el servidor TRANSFAC disponible en la pagina web

www.transfac.gbf.de (Wingender, et al.,, 2000) se utiliz6 el programa
Matlinspector (Quandt, et al., 1995) para detectar posibles motivos implicados

en la regulacién.

Material bioldgico.

Para la realizacion de este trabajo se ha utilizado la cepa de
Saccharomyces cerevisiae MATa, ura3-A, trp1-4, cedida amablemente por el
Dr. A. Belarbi de la Universidad de Reims, Francia. Los clones de levaduras
han sido mantenidas mediante resiembras periddicas en placas petri con medio
de cultivo YPG (extracto de levadura 1%, bactotriptona 1% y glucosa 1%)
incubadas a 28 °C durante siete dias y posteriormente conservado a 4 °C.
También se guardaron todos los clones a —80 °C en medio YPG liquido con

glicerol al 16%.
Para la realizacion de las construcciones se utilizd el vector Yep357
cedido amablemente por el Dr. Bertrand Daignan Fornier de la Universidad de

Bordeaux Il, Francia.

Medios y condiciones de cultivo.
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Todos los clones de S. cerevisiae fueron cultivados a 28 °C en
condiciones estaticas en el caso de medios sdlidos y a 150 rpm en caso de
medios liquidos. Se utilizé 20 ml de medio YPG para el crecimiento de la cepa
S. cerevisiae MATa, ura3-A, trp1-4. El medio utilizado para la seleccion de los
transformantes fue YNB sin aminoacidos (DIFCO, USA) con glucosa al 2%,
bacto agar al 1.8% vy triptéfano al 0,002%. Para los ensayos de actividad se
utilizaron matraces de 100 ml con 20 ml de YNB con aminoacidos (DIFCO,
USA) suplementado con 0,5 % y 1% de glucosa, acido galacturénico, acido
poligalacturdnico y pectina manzana y combinaciones de glucosa al 0,5% con

acido galacturoénico, acido poligalacturénico y pectina de manzana al 0,5 y 1%.

Medida del crecimiento.

El crecimiento se determiné midiendo la absorbancia de 1 ml de cada
muestra en el espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm restando el
valor a la misma longitud de onda del medio utilizado.

Obtencidén de vectores.

Se disefaron distintas parejas de cebadores para las secuencias
promotoras de genes codificadores de poligalacturonasas en los que se
introdujeron las dianas de restriccion BamH | y Xba | en los extremos 5" de
cada cebador. Las secuencias cebadoras disefiadas aparecen en la tabla 5.
Todos los oligonucleotidos de los cebadores 2R contenian 9 nucledtidos
correspondientes a los tres primeros codones de cada uno de los genes
(subrayados), con el fin de fusionar el marco de lectura de los genes de PG con

el del gen LacZ.

Para realizar las amplificaciones se utilizaron 500 ng de DNA plasmidico
de los clones gendmicos de pgx1,pgx2, pgl y pg2, como molde. Se utilizé el
termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania) con el siguiente
programa: un paso previo de desnaturalizacion de 5 minutos a 94 °C seguido

de 10 ciclos de 1 minuto a 94 °C (desnaturalizacion), 1 minuto a 58 °C

125



Capitulo 4: Andlisis de los promotores de los cuatro genes de PGs de FORL.

(anillamiento) y 2 minutos a 72 ° C (extension). Por ultimo, un paso de
extension final de 5 minutos a 72 °C y parada a 4 °C. Se utilizé la polimerasa de
copia de alta fidelidad Pwo (ROCHE Applied Science, Alemania) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Gen Oligo producto amplificacién Vector
pogxl Pgxlprom 1F 5-GCAT GGATCC AAT TCT CTC ATG CAA TCA AGT T-3° 631 pb Yeppgx1
Pgxlprom 2R 5°- ACTA TCTAGA GAA CAA CAT GTT GATTCT CGA -3’

pgx2 Pgx2prom 1F 5°- GCAT GGATCC TCT CGC ATGATG TCC GTC C-3° 668 pb Yeppgx2
Pgx2prom 2R 5’- ACTA TCTAGA GAC CTT CAT TGTGAA AAGATT 3"

pg2  Pg2prom 1F 5°- GCAT GGATCC TCA ACG TTA ACT TAG TAA AGT C3° 724 pb Yeppg2
Pg2prom 2R 5’- ACTA TCTAGA AGA GAA CAT GTT AAT GAA TGG A-3

pgl  Pglprom 1F 5- GCAT GGATCC GCT GCA GAA ATG TAT TCGATTA -3° 1538 pb Yeppgla
Pglprom 2R 5- ACTA TCTAGA TOG AAC CAT TGT GAT ATT CGA -3°

pgl  Pglprom 3F 5- GCAT GGATCCAGG GAA TCA ATT AAG GGA TAA AT -3 724 pb Yeppg1b
Pglprom 2R 5- ACTA TCTAGA TOG AAC CAT TGT GAT ATT CGA -3°

Tabla 4.1: Oligonucledétidos utilizados para realizar las construcciones de los vectores
Yeppgla, Yeppglb,Yeppg2, Yeppgxly Yeppgx2. Se indica asimismo el tamafio de los
productos de amplificacion.

Los productos de la amplificacion se visualizaron en geles de agarosa al
1%. Las bandas del tamafio deseado (Tabla 4.1) se cortaron y el DNA se
extrajo con el kit High Pure PCR product purification kit (ROCHE Applied
Science, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se digirieron 400 ng de cada uno de los productos de amplificacion y del
vector Yep357 con 8 unidades de BamH | y Xba | durante 3 horas a 37 °C en
un volumen total de 25 ul. Posteriormente se purificd el DNA digerido con el kit
High Pure PCR product purification kit (ROCHE Applied Science, Alemania)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se hizo una mezcla de ligamiento con 10 ng de cada uno de los
fragmentos amplificados y digeridos, 10ng del vector Yep357 y con la enzima
T4 ligasa (Amersham Biosciences, Gran Bretafia) segun Sambrook, et al.
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(1989) en un volumen total de 10 pl. Se transformd la cepa DH5a de E.coli con

cada una de las mezclas de ligamiento segun Sambrook, et al. (1989).

La seleccion de transformantes positivos se realizd mediante PCR
directamente sobre las colonias crecidas en medio selectivo. Para ello, se
picaron diez colonias de cada una de las transformaciones realizadas con las
distintas construcciones y se pasaron a nuevas placas con medio selectivo
antes de introducirlas en la mezcla de amplificacion. Se utilizaron los cebadores
especificos para cada gen y la enzima Ecotaq (Ecogen, Espafa) con el mismo
programa utilizado sobre el DNA de los clones gendmicos exceptuando el
numero de ciclos, que en este caso fueron 30. Se obtuvieron diversos clones
para cada pareja de cebadores cuyo producto de amplificacién coincidia en
tamafio con la longitud esperada en base a la localizacion de los cebadores en

cada secuencia promotora correspondiente a pgx1, pgx2, pgly pg2.

Se eligié un clon positivo para cada una de las amplificaciones y se
cultivd en 20 ml de LBA liquido durante 18 horas a 37 °C y 225 rpm para la
extraccion de DNA plasmidico. Para ello se utilizé el kit de purificacion de
plasmidos (Boehringer Mannheim, USA) segun las especificaciones del

fabricante.

Se obtuvieron asi los plasmidos Yeppg1a, Yeppg1b, Yeppg2, Yeppgx1y
Yeppgx2 que tenian fusionados fragmentos de las regiones promotoras de
1538 pb (Yeppgl1a)y 724 pb (Yeppg1b) del gen pgl, de 724 pb de pg2, de 631
pb de pgx1y 668 pb de pgx2, respectivamente, con el gen Lac Z (Figura 4.1).

Para comprobar que las secuencias de cada uno de los promotores no
tenian ninguna modificacién producto de la PCR y estaban en fase con el gen
informador los fragmentos clonados fueron secuenciados en el servicio de
secuenciacion de la Universidad Complutense de Madrid con el secuenciador
de DNA ABI-PRISM (Applied Biosystems, USA) segun las indicaciones del

fabricante.
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3-Galactosidasa

1 >

Yep357 Regiones promotorasde los
genesde PGsde FORL

3-Galactosidasa

Yeppgla, Yeppglb
Yeppg2,Yeppgx1l, Yeppgx2

Figura 4.1: Representacion esquematica de la fusion de las secuencias
correspondientes a las regiones promotoras de los genes de PGs de FORL, con
el gen de la B -galactosidasa del plasmido Yep357.

Transformacion de la cepa de Saccharomyces cerevisiae mata,

ura3-A, trpl-4.

La transformacion de S. cerevisiae se realizé siguiendo el protocolo de
Eble, (1992). Para ello, se cultivd en medio YPG (extracto de levadura 1%,
bactotriptona 1% y glucosa 1%) la cepa de S. cerevisae MATa, ura3-A, trp1-4
durante dos dias a 28°C y 150 rpm. Se tomaron 3 ml del cultivo y se
centrifugaron a 800 rpm durante 5 minutos. Después se elimind el
sobrenadante dejando sélo el precipitado. Se mezclaron 2 ug de cada uno de
los vectores con las secuencias promotoras y 1ug de DNA de esperma de
arenque (GIBCO, Gran Bretafa) que fue utilizado como DNA transportador en
un volumen de 20 pl. A continuacion, se mezclaron las soluciones de DNA con
los precipitados de S. cerevisae. Posteriormente, se afiadié 1 ml de solucién de
polietilenglicol 4000 45% y acetato de Litio 1M a cada una de las muestras y se
dejaron durante dos dias a temperatura ambiente. Se sembraron 100 ul de

cada transformacion en placas con el medio selectivo (YNB sin aminoacidos
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con glucosa al 2%, bacto agar al 1.8% y triptéfano al 0,002%) y se cultivaron

durante una semana en las condiciones descritas.

La seleccién de transformantes positivos se realizé mediante PCR tal y
como se detalla para la seleccion de bacterias transformantes. Se guardaron
los clones en glicerol al 16% a —80 °C tras inocularlos en medio YPG y

cultivarlos a 28 °C y 150 rpm durante toda la noche .

Obtencion de muestras para los ensayos de pB-galactosidasa.

Se selecciond una cepa transformada por cada uno de los
transformantes obtenidos de cada construccion (Yeppgia, Yeppg1b, Yeppg2,
Yeppgx1 y Yeppgx2). Se inocularon en medio YPG a partir de colonias
crecidas en placa y se cultivaron de 12 a 14 horas a 28 °C y 150 rpm. Se
determiné el crecimiento y se ajusto la concentracion de células diluyendo los
cultivos con YPG hasta obtener una absorbancia de 1 a 600 nm de longitud de
onda. Se inocularon matraces con los diferentes medios descritos
anteriormente para los ensayos de actividad con 400 ul de cada uno de los
cultivos de YPG y se cultivaron en agitacién a 28 °C. Se recogieron muestras
de 1,5 ml cada uno de los cultivos alas 6 , 12, 24 y 36 horas. Se determind el
crecimiento y la actividad B-galactosidasa de cada una de las muestras. Se

realizaron tres replicas de cada experimento.

Ensayo para la valoraciéon de actividad 3-galactosidasa.

Para determinar la actividad 3-galactosidasa se utilizé el método descrito
por Kippert, (1995). Se anadieron 400ul de Buffer Z con 0.2% de sarcosyl
(NapgHPO4 60mM, NaH,PO4 40mM, KCI 10mM, Mg>SO4 1mM,-Mercaptoetanol
50 mM, Sarcosyl 0.2%) a 200 pl de cada una de las muestras y se incubd 30
minutos a 30°C. Después anadiendo 150ul de una solucién de o-nitrofenil 3-D-
galactopirandsido (ONPG 4mg/ml) en Fosfato Sodico 0,1 M pH 7,5 y se agito la

mezcla vigorosamente. La reaccion se detuvo con 400 pl de 1,5 M Na;COs.. Se
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centrifugd la mezcla 30 segundos a 16000 g y se midié la absorbancia del
sobrenadante a una longitud de onda de 420 nm. La actividad B-galactosidasa
se expresa como la relacion entre la absorbancia a una longitud de onda de
420 nm y el crecimiento celular estimado como la densidad éptica a 600 nm.

RESULTADOQOS.

Andlisis de las regiones promotoras de los cuatro genes

codificadores de poligalacturonasas de FORL.

Los clones gendmicos de los cuatro genes de PGs de FORL contenian
regiones aguas arriba de diferente longitud. Se obtuvo una regién de 631 pb
para el gen pgxl, 668 pb para el gen pgx2, 1538 pb para pgl y 2352 pb para
pg2. Con el fin de determinar la similitud de las regiones promotoras de estos
cuatro genes, los primeros 631 nucleotidos antes del codon de inicio de cada
gen fueron alineados mediante el método CLUSTAL (PAM250) con el
programa MegAlign (Lasegener, USA) y se observd que el porcentaje de

similitud entre ellas oscilaba entre el 19,2 y 22,5%.

Para detectar secuencias consenso relacionadas con la regulacion de
los genes de PGs se analizaron las secuencias aguas arriba no codificadoras
de los cuatro genes mediante la base de datos TRANSFAC (Wingender, et al.,
2000). Estas regiones comprenderian la mayoria de los elementos reguladores
dado que por su tamano podrian considerarse suficientes para controlar la
expresion de dichos genes (Herbert, et al., 2002). Ademas la secuencia
completa del promotor de gen pg2 presenta en su extremo 5° homologia con un
gen de funcion desconocida de Neurospora crassa y con una propionato
hidroxilasa de E.coli. Esto podria ser un indicio de que esta secuencia contenia

toda la regidn situada entre dos genes.

Como se puede observar en la figura 4.2, existen una serie de motivos
relacionados con la regulacion de genes de hongos y levaduras que estan

presentes en los promotores de los cuatro genes de PGs de FORL. Estos
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motivos y sus secuencias consenso asi como las referencias donde se han

descrito se pueden observar en la tabla 4.2.

Secuencias consenso Referencia

CREA l 5- G/CYGGGG-3~ Kulmburg et al.,1993

GATA - 5'- TATCTA-3’ Fu and Marzluf, 1990

Heat Shock * 5-NGAAN-3° Fernandes et al., 1994

STRE =+ 5- AGGGGG-3~ Schuller et al., 1994

PacC } 5 -GCCARG-3’ Espeso et al., 1997

StupAp : 5"-A/TCGCGT/ANA/C-3~ Dutton et al., 1997

Aba/Teclp : 5"-CATTICY-3~ Adrianopoulos y Timberlake, 1994
Madhani y Fink, 1998h

Stel2p 5°- TGAAACA-3 Madhani y Fink, 1998

Tabla 4.2: Secuencias consenso de los motivos presentes en los promotores de
las PGs de FORL y referencias en donde han sido descritos.

Se observa la presencia de motivos CREA (Kulmburg, et al., 1993) y los
motivos GATA (Fu y Marzluf, 1990). Estos motivos relacionados con el
metabolismo de fuentes de carbono y de nitrégeno estan presentes en los
promotores de los cuatro genes de PGs, pero como se observa en la figura 4.2
presentan un patron de distribucion diferente. Se puede observar la presencia
de muchos mas motivos CREA en las regiones promotoras de las EXOPGs,
siendo su presencia mucho menos abundante en los promotores de las
ENDOPGs. La presencia de los motivos GATA también presenta una

distribucién desigual, especialmente entre los promotores de las dos EXOPGs.

También se pueden observar la presencia en las regiones promotoras de

dos tipos de motivos implicados en la induccion de genes relacionados con la
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respuesta al estrés, los motivos STRE (Schuller, et al.,, 1994) y los motivos
Heat Shock (Fernandes, et al., 1994). Los motivos Heat Shock también estan
presentes en las cuatro regiones promotoras no asi los motivos STRE que no

se han observado en el promotor del gen pgx2.

Los motivos PacC (Espeso, et al., 1997) estan solamente presentes en

las regiones promotoras de los genes pgly pg2 .

Por ultimo, se observa en todas las regiones promotoras de los cuatro
genes de PGs de FORL la presencia de motivos relacionados con el control del
desarrollo del hongo. Los motivos StupAp (Dutton, et al., 1997) de A. nidulans
(Fig 4.2) estan presentes en todas las regiones promotoras excepto en la
region obtenida del promotor de pgxl. Los motivos AbaA (Andrianopoulos y
Timberlake, 1994), cuya secuencia consenso coincide con la secuencia
descrita en S. cerevisiae de unidon a factores de trascripcion de la familia
TEA/ATTS (Madhani y Fink, 1998b), son los motivos presentes mas
abundantes relacionados con el desarrollo. Su distribucion también es diferente
entre las cuatro regiones promotoras pero su presencia es mas abundante en
las ENDOPGs, no estando presentes en el promotor del gen pgx1. En los dos
promotores de los genes de ENDOPGs estas secuencias TEA/ATTS, estan
situadas a 56 pb (pg2) y 147 (pgl) de la secuencia 5- TGAAACA-3’
(elementos de respuesta a feromonas 6 motivos PRE) que en S. cerevisiae
interacciona con el factor de trascripcidon Ste12. En S. cerevisiae ambos
motivos estan relacionados con la induccion del crecimiento de la levadura en

forma filamentosa y con la patogénesis (Madhani y Fink, 1998a).
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Figura 4.2: representacion esquematica de las regiones promotoras de los genes
paxl(a) , pgx2 (B), pgl(c) y pg2 (d). Se sefialan los motivos CREA en azul , GATA en rojo
discontinuo, STRE negro discontinuo, Heat Shock flecha negra, de unién a StupAP
flecha azul, a Aba/Teclp flecha roja, a Stel2p flecha verde claro, y a PacC flecha
verde oscuro. Con un recuadro se indica la proximidad de los motivos de unién Teclp y
Stel2p.En el promotor de pg2 se sefiala con una flecha negra horizontal la regién con
homoloaia a una hidrolasa de Burholderia fungorum (Genbank ZP 00028690)

Andlisis funcional de los promotores de los genes PGs de FORL en

S. cerevisiae.

Tras realizar un analisis in silico de las secuencias de las regiones
promotoras de los cuatro genes de PGs de FORL, nos planteamos realizar un
analisis funcional de dichas regiones. Para ello una buena forma de establecer
la funcionalidad in vivo de estas secuencias es fusionar las secuencias
promotoras con un gen informador. Nosotros utilizamos en este caso el gen
LacZ presente en el plasmido Yep357 (Myers, et al., 1986). Cuando se realiza

la fusibn de un promotor con este gen su actividad puede ser detectada
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midiendo la actividad 3-Galactosidasa en presencia de un sustrato apropiado.
Esta actividad es facilmente detectable en medios de cultivo liquidos tanto en

levaduras (Kippert, 1995) como en hongos filamentosos.

Para realizar las fusiones de los promotores con los vectores se
amplificaron las regiones promotoras de los cuatro genes de PGs mediante
PCR con los oligonucledétidos descritos en la tabla 4.1. Una vez obtenidas todas
las construcciones se transformé S. cerevisiae MATa, ura3-A, trp1-4, con cada
uno de los plasmidos Yeppgia, Yeppgilb, Yeppg2, Yeppgx1 y Yeppgx2 y
también con Yep357 para ser utilizado como control negativo. Los clones
seleccionados se cultivaron en medio YNB con diferentes fuentes de carbono:
glucosa, pectina de manzana, acido galacturdénico y acido poligalacturonico a
distintas concentraciones y combinaciones de glucosa al 0,5 % con el resto de

fuentes de carbono.

Los resultados de la actividad [3-Galactosidasa obtenida para cada
construccién en diferentes momentos de los cultivos se muestra en la figura
4.3.

Los resultados indican que los promotores de PGs de Fusarium logran

inducir la expresion del gen de la R-Galactosidasa en S. cerevisiae.

EL patron de expresion es inducible en presencia de acido galacturénico,
poligalacturonico y pectina de manzana, pero no en medios con glucosa. El
caracter represor de esta fuente de carbono se comprueba con la disminucién
de los valores de [3-Galactosidasa en los cultivos con acido galacturénico,

poligalacturonico y pectina de manzana mas glucosa.

No se detectan grandes diferencias entre los cuatro promotores respecto
a las fuentes carbonadas utilizadas. Sin embargo, se pueden observar
pequefias diferencias en medios con galacturénico y poligalacturénico que
producen una mayor induccién que la pectina en el caso de pgx1, ocurriendo lo

contrario en medios con pectina al 1% en el caso de los genes pgx2 y pg2.
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Figura 4.3: Actividad p-galactosidasa en cultivos de S. cerevisiae transformados
con los plasmidos a) Yeppgla, b) Yeppglb, c) Yeppg2, d)Yeppgxl, €) Yeppgx2
y )lYep357.

Los cuatro promotores presentan patrones de expresion cualitativa y
cuantitativamente diferentes. Se puede observar que la induccion del gen de la
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R-Galactosidasa por parte de los promotores de las dos EXOPGs es mayor que
la que producen los dos promotores de las ENDOPGs. La induccién no solo es
mayor en el caso de pgx2 sino que también es mas rapida que en pgx1. En el
caso del gen pgl, se puede observar que la actividad R-Galactosidasa es

cercana al nivel de deteccion.

El tamafio del promotor en el caso del gen pgl no afecta al patron de
expresion. Se puede observar que los niveles de induccion del gen de la [3-
Galactosidasa son similares para la region de 1538 pb (plasmido Yeppg1a), y
la regidn parcial de 727 pb (plasmido Yeppg1b).

DISCUSION.

Andlisis de las regiones promotoras de los cuatro genes

codificadores de poligalacturonasas de FORL.

Los resultados obtenidos en el capitulo anterior indican que la regulacion
de los genes codificadores de PGs en FORL se produce a nivel transcripcional
(Lang y Dornenburg, 2000). Los cuatro genes caracterizados parecen estar
sometidos a los mecanismos generales de induccion por sustrato y represion
catabdlica en las condiciones en las que se han desarrollado los cultivos in vitro
(Annis y Goodwin, 1997). Aun asi, existen indicios de que estos genes estan
sometidos a una regulacion mas compleja determinada por otros factores (Di
Pietro, et al., 2001; Caracuel, et al., 2003).

Gracias a la obtencion de regiones situadas aguas arriba de las
secuencias codificadoras de los genes de PGs de FORL se pudo realizar un
estudio que nos permitiera encontrar motivos de unién a proteinas que
pudieran estar implicadas en la regulacion. La determinacion de estos motivos
es de gran importancia para plantear nuevos experimentos que contribuyan a

entender mejor la regulacion de estos genes.
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Los datos obtenidos mediante el alineamiento de los 631 nucledtidos
antes del codon de inicio de cada una de las secuencias indican que estas
regiones presentan una baja similitud. Al realizar un analisis de estas
secuencias con el fin de detectar motivos relacionados con la regulacién de
cada uno de los genes se pudo observar (Figura 4.2), que la mayoria de los
motivos relacionados con el metabolismo del carbono (CREA) y el nitrogeno

(GATA) se conservan en las cuatro secuencias.

La regulacion por fuente de carbonada se consideraba uno de los
factores basicos para la induccion de PGs. La represidon catabdlica parece ser
un mecanismo general en la regulaciéon de enzimas relacionadas con fuentes
carbonadas en organismos como Aspergillus (Kulmburg, et al., 1993), Botrytis
(Wubben, et al., 2000), asi como, Saccharomyces (Nehlin, et al., 1991). En
algunos casos se ha comprobado que esta represion catabdlica esta mediada
por motivos reguladores de union a proteinas CREA (Lockington, et al., 2002).
Por tanto, la presencia de motivos CREA en los promotores de los cuatro

genes de PGs de FORL estara de acuerdo con estara funcion.

También los mecanismos de regulacion implicados en el metabolismo
del nitrégeno parecen jugar un papel importante. Se puede observar en los
cuatro promotores de los genes de PGs (Figura 4.2) la presencia de motivos
GATA, que se unen a la proteina AREA relacionada con el metabolismo del
nitrdgeno en A. nidulans (Marzluf, 1997). La presencia de estos motivos en los
cuatro promotores hace suponer que presentan un significado biolégico. Se ha
descrito en levaduras que la falta de nitrégeno induce el crecimiento
filamentoso (Madhani, 2000) el cual esta relacionado con la virulencia (Lo, et
al., 1997). Estos procesos podrian compartir rutas comunes que han sido
mantenidas en los hongos filamentosos. Ademas se ha observado que AreA, el
factor de unidn a motivos GATA, de A. nidulans tiene un importante papel en
reorganizaciones de la cromatina y funciona como un co-activador
transcripcional interaccionando con otros factores de trascripcion (Scazzocchio,
2000). Por lo que los factores de unién a GATA podrian modular la expresion

de los genes de PGs interaccionando con otro tipo de inductores.
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Esto indica que la regulacion de estos genes es compleja y esta
integrada en redes de regulacion mas generales que responden a sefales
ambientales que disparan complejos de genes adecuados a unas condiciones
ambientales. Las PGs son enzimas que tienen un papel activo durante la
patogénesis y estarian incluidas en respuestas frente a situaciones de estrés y
patogénesis. Por otro lado, su papel durante el crecimiento saprofitico
implicaria la existencia de otros motivos que respondieran frente a otro tipo de
situaciones. Se puede observar en la figura 4.2 que el patron de distribucion de
los motivos es distinto en las cuatro regiones promotoras, esto podria estar
relacionado con la especializaciéon de estas enzimas y con el hecho de que
estos genes presenten una regulacién diferente con relacion a su papel
funcional, pudiendo estar destinadas algunas a la obtencion de nutrientes
durante el crecimiento saprofitico mientras que otras podrian contribuir de

forma decisiva durante la fase patogénica del hongo.

Se puede observar que las dos regiones promotoras de los genes de
ENDOPGs presentan una mayor abundancia de motivos relacionados con el
control del desarrollo como los motivos de unién a StupAP, a Aba y a Ste12p.
La proteina StupAp (Stunted protein) de A. nidulans estd implicada en la
regulacion del desarrollo multicelular y el inicio del ciclo reproductivo sexual,
ademas de funcionar como un integrador de otras sefiales relacionadas con el
desarrollo (Dutton, et al., 1997), como el factor AbaA (Andrianopoulos y
Timberlake, 1994) también relacionado con la formacién del conidiéforo en A.
nidulans. Los motivos de unién a AbaA pertenecen a la familia de motivos
TEA/ATTS (Andrianopoulos y Timberlake, 1994). En S. cerevisiae estos
motivos se unen a la proteina Tec1p que interacciona formando un dimero con
la proteina Ste12p que a su vez se une a los motivos PRE (elementos de
respuesta a feromonas) (Madhani y Fink, 1998a), ademas se ha comprobado
que el gen pgul codificador de ENDOPG de S. cerevisiae es inducido durante
los procesos de crecimiento haploide invasivo y pseudofilamentacion
controlados por el sistema Tec1p, Ste12p y Kss1 (Madhani, et al., 1999). Este
sistema complejo de motivos de regulacion controlado por MAPK quinasas y

por la ruta del cAMP (Madhani, et al., 1999) esta implicado en la activacion de
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la filamentacion. También ha sido demostrado que en C. lindemuthianum
existen dos motivos en el promotor del gen de ENDOPG clpg2 necesarios para
su activacion transcripcional por pectina y durante el desarrollo del apresorio
que presentan una alta homologia con los motivos TEA y PRE de S.cerevisiae
(Herbert, et al., 2002). Este hecho apoya la hipotesis de que las PGs estén
reguladas por elementos relacionados con determinados momentos del
desarrollo del hongo y apoya el significado funcional de la presencia de estos

motivos en los promotores de PGs.

Como se observa, la distribucién de los motivos PRE de union al factor
Ste12p solo estan presentes en los promotores de las ENDOPGs. Ademas se
situan cerca de motivos de unién a Tec1p. Esto podria ser importante, ya que,
se ha observado expresion del gen pg2 en los primeros momentos de cultivos
in vitro en medios con glucosa. Un hecho similar ocurre con el clpg2 de C.
lindemuthianum cuya expresion, controlada por este sistema, ocurre durante
los primeros estados de germinacién de los conidios (Dumas, et al., 1999;
Herbert, et al., 2002).

En la figura 4.2c y 4.2d se puede observar la presencia en los
promotores de los genes pgl y pg2 de motivos de unién a PacC (Denison,
2000). Este factor relacionado con la regulacién de genes en funcion del pH del
medio, esta implicado en la induccion de genes en condiciones de pH alcalino,
asi como, en la represion de los genes que se expresan en condiciones de pH
acido. Se ha comprobado que el pH regula muchos procesos en hongos, desde
enzimas como las relacionadas con el metabolismo del carbono hasta
productos del metabolismo secundario como toxinas o antibidticos (Pefalva y
Arst, 2002; Denison, 2000). En A. nidulans se ha identificado un sistema de
regulacion por pH que esta controlado por una familia de genes (PacC, palA, B,
C, F, H, el) (Denison, 2000).

En F. oxysporum ha sido caracterizado recientemente el gen de la
proteina PacC y se ha demostrado que la expresion de los genes de

ENDOPGs pgl y pg5 esta controlada por este factor (Caracuel, et al., 2003). La
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presencia de un motivo de union a PacC sugiere que estos genes expresados
normalmente en condiciones acidas estan sometidos a represion por medio de
PacC. Este hecho también ha sido demostrado en A. nidulans en donde PacC
regula negativamente la expresién de genes inducidos por condiciones acidas
(Espeso y Arst, 2000). La ausencia de motivos PacC en los promotores de las
EXOPGS no implica que estos genes no estén regulados en funcion del pH
ambiental, ya que, se ha observado que la actividad de PGX2 depende del pH
(Patifio, 1998). La presencia de estos motivos en las secuencias situadas
aguas arriba de las regiones promotor secuenciadas no podria descartarse. Si
bien, y a pesar de que el sistema de control por medio de PacC presenta un
mecanismo similar en Aspergillus y Fusarium parece que existen algunas
diferencias en los mecanismos de proteolisis y en la activacion de PacC
(Caracuel, et al., 2003). Asi mismo, se ha observado que en S. cerevisiae que
no todos los genes expresados en condiciones alcalinas estan regulados por el
homodlogo a PacC (Penalva y Arst, 2002), por lo que no podria descartarse la

existencia de algun otro mecanismo de regulacion en funcion del pH.

También se ha podido observar la presencia de motivos Heat Shock
(Fernandes, et al., 1994) en los cuatro promotores y motivos STRE (Schuller, et
al., 1994) en todos excepto en el promotor de pgx2. Aunque su presencia en
los promotores no implica que sean funcionales se ha demostrado que una sola
copia de las secuencias STRE es suficiente para producir la induccion de un
gen informador (Kobayashi y McEntee, 1993). Se ha comprobado que tanto los
elementos STRE como los Heat Shock son inducidos por déficit de nutrientes
(Estruch, 2000). Este hecho podria estar relacionado con la funcion de las PGs
durante la fase saprofita, asi como, en los primeros momentos de la
patogénesis. Hasta la fecha no ha sido descrito que los genes de PGs estén
regulados por sefales de estrés pero la presencia de estos motivos en todos
los promotores puede ser una evidencia significativa de la induccién de estos
genes en condiciones adversas. Las respuestas frente al estrés presentan una
especial importancia en microorganismos cuyo ambiente es variable y las
condiciones tanto de temperatura como de disponibilidad de nutrientes no son

constantes.
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No habria que descartar que los genes de PGs estuvieran regulados por
otros factores relacionados con rutas de regulaciébn generales. Se ha
comprobado que la induccién de genes mediada por los elementos STRE esta
controlada por la ruta cAMP-PKA en donde la inhibicidn de la proteina quinasa
A en condiciones de estrés produce la activacion de las respuestas anti-estrés
(Estruch, 2000; Toone y Jones, 1998). También se ha observado que la
disrupcion de una MAPK quinasa en F. oxysporum reduce la expresion de una
endopectato liasa (Di Pietro, et al., 2001), por lo que la regulacion de genes de
PGs estaria integrada en una red de regulacion general mediada por el sistema
MAPK quinasas.

Andlisis funcional de los promotores de los genes PGs de FORL en

S. cerevisiae.

Se ha realizado un analisis funcional de regiones promotoras de los
genes de PG de FORL en el sistema heterélogo de S. cerevisiae. Se ha podido
comprobar la validez del sistema para determinar la funcionalidad de los
promotores de genes de FORL, ya que se observd induccion del gen
informador en el sistema de S. cerevisiae. Informaciones adicionales apoyaban
la existencia de homologias entre motivos reguladores de PGs de hongos
como C. lindemuthianum y S. cerevisiae (Herbert, et al., 2002) y de una
regulacion similar de un gen de PG de S. cerevisiae a nivel transcripcional
(Gognies, et al., 2001).

Las regiones promotoras utilizadas parecen contener los motivos
esenciales para la regulacion en funcion de la fuente de carbono. Este sistema
nos ha permitido comprobar que regiones de alrededor de 700 pb de los
promotores son capaces de inducir la expresion de un gen informador. Un
hecho similar ha sido demostrado con el promotor del gen de ENDOPG clpg2
de C. lindemuthianum en donde una regién de 668 pb es suficiente para inducir

la expresion de un gen informador en el hongo (Herbert, et al., 2002).
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También se puede observar que el promotor del gen pgl no parece
inducir la trascripcidn del gen informador de forma significativa. Por otro lado se
puede observar que cuando se utilizd un fragmento mayor de la region
promotora de este gen no se produjo una induccién significativamente diferente
en ninguno de los casos. Este hecho también estaria de acuerdo con los
resultados obtenidos mediante northern blot en el capitulo 3 en los cuales no se
ha detectado la expresion del gen en cultivos in vitro, exceptuando en medio

con galacturénico y también a bajos niveles.

Se observa una induccion del gen informador en medios con acido
galacturénico, acido poligalacturénico y pectina de manzana para el resto de
los genes pg2, pgx1 y pgx2 . Por el contrario, no existe expresion en presencia
de glucosa. Su papel represor se confirma en los cultivos en los que ademas
de las fuentes carbonadas se afade glucosa. Este modelo de represion
catabdlica por glucosa concuerda con el deducido de los experimentos de
expresion de los genes de PG en cultivos in vitro utilizando las mismas fuentes
de carbono (capitulo 3) con la excepcién de pg2 cuya expresion en medios con

glucosa se detectaba en los primeros momentos de los cultivos.

Se observa induccion del gen informador con el promotor del gen pg2
(Figura 4.3). Se ha observado que en el hongos se produce una mayor
transcripcién del gen en los primeros dias de los cultivos in vitro, por lo que no
habria que descartar su expresidén en otros momentos teniendo en cuenta las
diferencias en el ciclo celular del hongo y de la levadura. Tampoco habria que
descartar que los motivos relevantes para la activacion del gen informador en
las condiciones del experimento se encontrasen fuera de la regidn que ha sido

fusionada con dicho gen.

La escasa activacion por parte de los promotores de las ENDOPGs hace
pensar en que otros factores podrian ser mas relevantes para inducir su
expresion. Este hecho podria estar relacionado con la presencia en los
promotores de las ENDOPGs de motivos relacionados con la regulaciéon por

pH, asi como, de motivos relacionados con el desarrollo como los que se unen
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a los factores Tec1p y Ste12p y cuya presencia ha sido relacionada con la
induccion de ENDOPGs en C. lindemuthianum (Herbert, et al., 2002).

Por el contrario los promotores de genes EXOPG mostraron una
induccion mas elevada. Como se muestra en la figura 4.3, las induccion del gen
informador con los promotores de pgx1l y pgx2 es la que presenta valores mas
altos, siendo el promotor de pgx2 el que produce la mayor induccion. Se ha
observado en cultivos in vitro de FORL que la mayor parte de la actividad
poligalacturonasa se debe al gen pgx2 (Patifio, 1998), y que su induccioén no es
s6lo mayor sino que es mas rapida (de las Heras, et al., 2003). Estos
resultados obtenidos en el sistema heterdlogo estarian de acuerdo con lo que
ocurre en FORL (Capitulo 3). El diferente grado de induccion del gen
informador por parte de estos promotores podria estar relacionado con la
presencia de motivos reguladores de tipo potenciador (enhancer) que no hayan
sido detectados, ya que la informacién que existe sobre este tipo de motivos es
escasa en hongos, particularmente en Fusarium. No podria descartarse que
algun otro motivo de los presentes pudieran producir induccion del gen
informador en las condiciones del experimento, por ejemplo los motivos GATA
cuya presencia en ambos promotores es bastante diferente y se han

relacionado con reorganizaciones de la cromatina (Scazzocchio, 2000).

Los datos de este estudio que confirman lo observado en los analisis de
expresion geénica en relacidon con la fuente de carbono apoyan un modelo de
accion diferencial de los genes y por tanto sugiere un significado funcional

diferente. La redundancia de genes seria por tanto solo parcial o aparente.

Los resultados apoyan la validez del sistema utilizado para realizar un
analisis comparativo de los promotores de PGs de FORL, asi como para
realizar un analisis funcional de los promotores. Este sistema permitiria también
realizar de una forma rapida experimentos para determinar si cada uno de los

motivos presentes en los promotores tienen realmente un significado funcional.
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INTRODUCCION.

La mayoria de la informacién disponible sobre PGs procede de la
caracterizacion de las secuencias de los genes. Esta informacion basada en la
secuencia primaria de los genes es insuficiente y a veces no predice
adecuadamente las caracteristicas fisico-quimicas de la proteina funcional . La
caracterizacién funcional de las PGs es importante y debe de tenerse en
cuenta para entender su papel en el proceso de la patogénesis y desarrollo de
sintomas, asi como, también en el campo aplicado de la industria alimenticia.
La mayoria de los preparados que se utilizan actualmente con este fin
contienen una mezcla de enzimas (Dalboge, 1997), por lo que la obtencion y
purificacion de enzimas individuales podria ser de gran utilidad en este tipo de
procesos. Por tanto, la obtencion de nuevas PGs resultaria de gran importancia
para comprender mejor su significado biolégico, asi como, por su interés

comercial.

La importancia de las enzimas pécticas ha llevado a la reciente aparicion
de diversos estudios sobre su estructura tridimensional con el fin de obtener
informacion acerca de sus caracteristicas fisico-quimicas. La mayoria de las
estructuras obtenidas son de pectin y pectato liasas, pero recientemente han
aparecido las estructuras de algunas ENDOPGs fungicas (Pickersgill, et al.,
1998; van Santen, et al., 1999; Cho, et al., 2001; Federici, et al., 2001). Sin

embargo, no se ha publicado hasta la fecha, la de ninguna EXOPG.

Pocas EXOPGs han sido caracterizadas en hongos filamentosos (Dos,
et al., 2002; Kester, et al., 1996; Scott-Craig, et al., 1998), habiéndose obtenido
una en FORL (Patifio, 1998). La ausencia de datos se debe a la dificultad que

presenta la purificacién de las PGs en general y de las EXOPGs en particular.

A pesar de que las PGs son enzimas que se secretan al medio, la
obtencién de éstas a partir de los cultivos es un proceso largo y laborioso,
complicado por la presencia de numerosas isoformas muchas veces debidas a

una mezcla de distintas enzimas y por el hecho de que son proteinas
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minoritarias. En el caso de FORL se ha observado la presencia de, al menos,
cuatro isoformas distintas (Guevara, et al., 1997) en cultivos in vitro,

posiblemente debidas a cada uno de los cuatro genes caracterizados.

Una estrategia alternativa para obtener proteinas purificadas es la
expresidon de los genes correspondientes en sistemas que permitan la
produccion de enzimas individuales en altas cantidades. La utilizacién de
bacterias con este fin ha supuesto problemas, en el caso de proteinas de
origen eucaridtico, que se han atribuido, entre otras razones, a que estas
enzimas requieren modificaciones post-traduccionales como la glicosilacién o la
formacion de puentes disulfuro (van den Hombergh, et al., 1997). No obstante,
una ENDOPG de F. oxysporum (Garcia-Maceira, et al., 2001) se ha expresado
en bacterias, y aunque la proteina heterdloga presentaba actividad no existen

datos acerca de como eran sus caracteristicas fisico-quimicas.

Las levaduras, sin embargo, han resultado ser un sistema mas eficaz
para la produccion de proteinas eucariotas. Existen antecedentes en los que se
ha observado su validez para la produccion de PGs, como la ENDOPG de F.
moniliforme cuya expresion en S. cerevisiae fue conseguida por Caprari, et al.
(1996) obteniéndose una proteina con caracteristicas fisico-quimicas similares

a la de la proteina nativa.

Existen otras levaduras que han demostrado ser de gran utilidad para
expresar enzimas pécticas como Pichia pastoris. Esta es una levadura
metilotréfica capaz de metabolizar el metanol como unica fuente de carbono,
mediante la expresidn de la alcohol oxidasa, que se induce en grandes
cantidades en su presencia. Esta caracteristica ha servido para utilizar el
promotor de uno de los genes codificadores de alcohol oxidasa para la
expresion de proteinas heterélogas en P. pastoris. Ademas, se han
desarrollado vectores de expresion con modificaciones que facilitan la
purificacion de la proteina producida. Este sistema presenta ventajas frente a
S. cerevisiae, ya que, es mas adecuado para fermentaciones a escala industrial

y se puede cultivar hasta altos niveles de densidad celular en medios de cultivo
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economicos (Blanco, et al., 2002). Ademas este sistema se ha utilizado para la
expresion de proteinas eucariéticas con éxito (Martinez-Ruiz, et al., 1998;
Martinez-Ruiz, et al., 2000; Murasugi, et al., 2003; Ouyang, et al., 2003).

El objetivo que nos planteamos en este trabajo fue evaluar un sistema
que nos permitiera la produccion de las PGs de FORL, en especial de las

EXOPGs, para poder realizar una caracterizacion enzimatica.

MATERIAL Y METODOS.

Material biolégico y plasmidos.

Para los experimentos de expresion heterdloga de los genes pgxl y
pgx2 de FORL, se han utilizado las cepas GS115 y KM71 de Pichia pastoris del

kit EasySelect Pichia Expresion Kit (Invitrogen, Gran Bretana).

Se utilizé el plasmido pPICZaa del kit EasySelect Pichia Expresion Kit
(Invitrogen, Gran Bretana) para clonar las regiones codificadoras

correspondientes a las proteinas maduras de los genes pgx1y pgx2.

Construccién de los vectores de expresién pPlCaa-pgx1 y pPICaa-
pgx2.

El cDNA de los genes pgx2 y pgx1l de FORL se obtuvo tal y como se ha
descrito en la seccion “Obtencién de las secuencias del cDNA” del material y

métodos del capitulo 1.

500 ng de los plasmidos con el cDNA de pgx1 y pgx2 se utilizaron como
molde con los oligos pgx1 5F 5-TAGCG GAATTC GCC CAT GTT GAG GCT
GCA C- 3" y pgx1 6R 5°- CGTA GCGGCCGC ACC TCT ACC TTC AAT TCC
ATT GGT TGT GTC CCT G — 3" para el gen pgxl, y pgx2 1F 5-CTGCA
GAATTC AGT CAT CGC AAG GTC TAC AC- 3" y pgx2 2R 5- CGTA
GCGGCCGC ACC TCT ACC TTC AAT ACC GTT GAA CTT TCT AAC CTT -
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3" para el gen pgx2, en donde se introdujo una diana EcoR | (sefalada en
azul), la diana para la endonucleasa Not | (sefialada en verde) y una secuencia

de corte del Factor Xa (sefialada en rojo).

Se utilizé la maquina Mastercycler gradient (Eppendorf, Alemania) con el
siguiente programa: un paso previo de desnaturalizacion de 5 minutos a 94 °C
seguido de 10 ciclos de 1 minuto a 94 °C (desnaturalizacion), 1 minuto a 58 °C
(anillamiento) y 2 minutos a 72 °C (extensién). Por ultimo, un paso de extension
final de 5 minutos a 72 °C y parada a 4 °C. Se utiliz6 la polimerasa de copia de
alta fidelidad Pwo (ROCHE Applied Science, Alemania) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Los productos de amplificacién se visualizaron en geles de agarosa al
1%. Las bandas del tamafio deseado se cortaron y el DNA se extrajo con el kit
High Pure PCR product purification kit (ROCHE Applied Science, Alemania)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tras la purificacidén de los fragmentos de amplificacion segun lo descrito,
se digirieron 400 ng de cada uno de ellos y 160 ng del plasmido pPICZaa con
las endonucleasas de restriccion EcoR | y Not I. Se purificé el DNA segun lo
descrito en el apartado anterior y se efectu6 el ligamiento de 10 ng de los
fragmentos pgx1 5F-6R y pgx2 1F-2R con 10 ng del plasmido pPICZaa
(Invitrogen, Gran Bretafia) y se transformé la cepa E.coli DH5a con la mezcla
de ligamiento segun Sambrook, et al. (1989). Se transformé asimismo E.coli

DH5a con 10 ng del vector pPICaa.

Para la seleccion de los transformantes bacterianos se utiliz6 medio LB
con baja concentracion de sal: 10 g/l de peptona (DIFCO, USA), 5 g/l de NaCl
(Panreac, Espafa), 5 g/l de extracto de levadura (DIFCO, USA)y 15 g/l de agar
bacteriolégico (DIFCO, USA) con 25ug/ml de Zeocina (Invitrogen, Gran
Bretana). La seleccion de los transformantes positivos obtenidos con la mezcla
de ligamiento se realizé mediante PCR directamente sobre las colonias

crecidas en medio selectivo. Para ello, se picaron diez colonias y se
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traspasaron a nuevas placas con medio selectivo antes de introducirlas en la
mezcla de amplificacion. Se utilizaron los cebadores especificos para cada gen
antes descritos y la enzima Ecotaq (Ecogen, Espafia) con el mismo programa
utilizado para amplificar sobre los clones con el cDNA de pgxl y pgx2
exceptuando el numero de ciclos, que en este caso fueron 30. Los clones
bacterianos se conservaron a —80 °C en LB con glicerol al 16%.

Factor
PGX1/PGX2 Xa

Factora His

myc
epitopo

PPICa-pgx

Figura 5.1: Esquema de la fusion de los genes codificadores de PGX1 y PGX2 con el
Factor Xa en el extremo C-terminal, con el pldsmido pPICaa. Se sefalan las siguientes
regiones del pldsmido: en naranja el péptido sefal factor a, en verde el epitopo myc
y en morado una region de poli-histidinas.

A los plasmidos obtenidos producto de la fusion las regiones de los
genes pgx1l y pgx2 correspondientes a las proteinas maduras, con el plasmido
pPICZaa se les denomind pPICZaa-pgx1, y pPICZaa -pgx2. Estos plasmidos
contenian tal y como se detalla en la figura 5.1, la secuencia del péptido sefal
factor a, fusionada con las secuencias correspondientes a las proteinas
maduras PGX1, en el caso pPICaa-pgx1, o PGX2, en el caso de pPICaa-pgx2,
y fusionadas en el extremo carboxi-terminal con el epitopo myc y una cola de

histidinas.

Transformacion de las cepas de Pichia pastoris.

Se incubaron 4,35 g del plasmido pPICZaa-pgx1y 3,8 ug del pPICZaa

con la endonucleasa de restriccion Sac | (Amersham Biosciences, Gran
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Bretafia) segun las instrucciones del fabricante, con el fin de linealizar los
plasmidos para transformar la cepa de P. pastoris. A continuacion, para
inactivar la endonucleasa Sac | se incub6 durante 15 minutos a 65 °C y se
realizd6 una fenolizacion con PCIA de las digestiones para, posteriormente,
precipitarlas mediante 1/10 volumenes de 3M acetato sédico pH 7 y 2,5
volumenes de etanol 100%. Se dejaron ambos a una concentracion de 400

ng/ul.

La transformacion de P. pastoris se realizd por electroporacion de
células competentes preparadas segun los descrito en el protocolo del kit
EasySelect Pichia Expresion Kit (Invitrogen, Gran Bretafia).

Se transformdé la cepa de Pichia pastoris GS115 (Invitrogen, Gran
Bretafa) con la construccion pPlCaa-pgx1 y la cepa KM71 (Invitrogen, Gran
Bretana) con la construccion pPlCaa-pgx2 por electroporacién. Para ello se
descongelaron alicuotas de 90 pl de células competentes de Pichia pastoris
(Invitrogen, Gran Bretafia) en hielo y se mezclaron en la cubeta de
electroporacion de 0,2 cm con 2,5 yg de cada uno de los plasmidos pPICaa-
pgx1, pPICaa-pgx2 y pPICa digeridos con Sac | y se mantuvieron 5 minutos en
hielo. Se dio un pulso a las cubetas con el electroporador Bio-Rad Gene-Pulser
(Bio-Rad, USA) preparado en las siguientes condiciones 50 uF y 200 omhios y
con la fuente de tension dispuesta a 1500v, 25W y 25mA. Inmediatamente
después del pulso se anadid a cada cubeta 1 ml de sorbitol 1M se mezclé
suavemente y se transvasoé a tubos donde se mantuvieron en hielo durante 2
horas. Después se afadid 1 ml de medio YPD (2% peptona, 1% extracto de
levadura y 2% glucosa) y se incub6 a 30°C y 250 rpm durante 4 horas. Se
sembraron las células electroporadas en placas de YPDS (1% extracto de
levadura , 2% peptona, 2% glucosa, 1M sorbitol y 2% agar bacterioldgico) con
Zeocina 100 ug/ml y se incubaron en estatico durante varios dias hasta

observar crecimiento de colonias.

La seleccion de los transformantes de P. pastoris para los plasmidos

pPlCaa-pgx1 y pPICaa-pgx2 se llevé a cabo mediante PCR directamente sobre
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las colonias crecidas en medio selectivo con los oligos correspondientes a cada
gen y de la misma forma que la descrita para los transformantes bacterianos.
Se obtuvieron diez clones positivos para cada transformacién que fueron
conservados a —80°C en medio BMGY (descrito en el apartado siguiente) al

16% de glicerol.

Expresion piloto de los genes pgxl y pgx2 en las cepas
recombinantes de P. pastoris.

De los clones de P. pastoris positivos de la transformacion con los
plasmidos pPICaa-pgx1 y pPICaa-pgx2, se eligieron 5 en el primer caso y 4 en
el segundo para los ensayos de expresion y se eligid6 un clon de la

transformacion con el plasmido pPICaa para utilizarlo como control negativo.

Los medios utilizados para los experimentos de expresion heteréloga en
P. pastoris fueron el medio BMGY y el medio BMMY modificado. EI medio
BMGY se preparé de la siguiente forma: 1% extracto de levadura (DIFCO,
USA), 2% peptona (DIFCO, USA), 100 mM de buffer fosfato potasico pH 6 a
partir de una solucion 1M preparada mezclando 132 ml de K;HPO4 1M con 868
ml de KH,PO4 1M, 1,34% de YNB con sulfato aménico y sin aminoacidos
(DIFCO, USA), 4X10° % Biotina (SIGMA, Francia) y 1% glicerol. EI medio
BMMY descrito en el kit EasySelect Pichia Expresion Kit (Invitrogen, Gran
Bretafia) se modifico de la siguiente forma: 0,4% extracto de levadura, 0,6% de
triptona 50 mM de buffer fosfato potasico pH 6, 1,34% de YNB con sulfato

aménico y sin aminoacidos, 4X10™° % Biotina y 1% de metanol.

Se inocularon 400 ml de medio BMGY en matraces de 1 litro con cada
uno de los 5 clones positivos pPICaa-pgx1, los 4 pPICaa-pgx2 y el clon pPICaa
y se cultivaron en agitacion a 28 °C durante dos dias hasta que los cultivos
alcanzaron una densidad Optica de entre 5 y 6 a una longitud de onda de 600
nm, situacidon en la que se supone que las células estan en fase logaritmica de

crecimiento.
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Se recogieron las células de cada cultivo por centrifugacion a 3000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se descarto el sobrenadante. Se
resuspendieron las células en 50 ml de medio BMMY modificado segun lo
descrito anteriormente y se traspasaron a matraces de 250 ml con hendiduras y
cubiertos con miracloth para mejorar la aireacion de los cultivos. Se cultivaron
durante 4 dias a 250 rpm y 28 °C y se recogieron muestras de 2 ml cada 24

horas afiadiendo metanol hasta una concentracién de 1%.

Expresién a mayor escala del gen pgx1 en las cepas recombinantes

de P. pastoris.

Una vez obtenido el clon que presentaba mas actividad PG, de acuerdo
con el método detallado en un apartado posterior, se realizaron los cultivos de
la misma forma que los cultivos piloto pero inoculando el clon con mayor
actividad en 5 matraces con 400 ml de BMGY y posteriormente pasandolo a 5
matraces con 50 ml de BMMY modificado. Se recogié todo el cultivo liquido
mediante centrifugacion 500 rpm 20 minutos el dia que presentaba mayor
actividad PG (ver mas adelante).

Dialisis de las muestras obtenidas de los cultivos.

Se realizd previamente didlisis de las muestras antes de valorar la
actividad PG o la concentracion de proteinas. Estas se llevaron a cabo a 4 °C
en bolsas de dialisis cuyo limite de exclusién es 10 kDa. Las dialisis se
realizaron frente a agua o frente al tampoén Tris 50mM pH 7,8, 0,3 M NaCl y
Tween 20 al 1%(v/v).

Proteinas en el liquido de cultivo.

La cantidad de proteinas de las muestras se valoraron segun el método
de Bradford (Bradford, 1976) utilizando el reactivo y el procedimiento de Bio-
Rad, USA. Este método se basa en el cambio de absorcién de 465 nm a 595

nm que experimenta una solucion acida de “Coomassie Brilliant Blue” al unirse
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a las proteinas. Los datos de absorbancia fueron referidos a una curva patrén
con albumina de suero bovino de una concentracion 5 ug/ml. Con anterioridad
se habia comprobado que la lectura del espectofotometro aumentaba
linealmente hasta una concentracion de 800 y 10 ug/ml respectivamente,
siendo las rectas de regresion para ambos casos:

Asgs= 0,0361 X + 0,0103 (r =0,99)

Valoracion de la actividad PG de los cultivos.

La actividad PG en medios de cultivo correspondientes se midio
mediante el método de Somogyi (Somogyi, 1952) y Nelson (Nelson, 1944), en
el cual se determina la cantidad de sustancias reductoras presentes en una
muestra problema. Este método se basa en la oxidacion de azucares y

sustancias reductoras por compuestos organicos cupricos en solucion alcalina.

El sustrato utilizado fue acido poligalacturénico (SIGMA, Francia) al 0,1
% (p/v), en tampon acetato 50 mM, pH 5,2. Las mezclas de reaccién que
contenian 50 yl de extracto enzimatico y 50 ul de sustrato, se incubaron 60
minutos a 37 °C. Las determinaciones siempre se acompafaron de blancos de
sustrato y de los liquidos de cultivo. Para los ensayos de afinidad al sustrato se
utilizaron también trigalacturénico (SIGMA, Francia) y digalacturénico (SIGMA,

Francia) a distintas concentraciones en el mismo tampon.

Previamente se determindé que la respuesta era lineal hasta una
concentracion de glucosa anhidra 1 mM. El rango de concentraciones
abarcadas fue el comprendido entre 0,01 y 0,1 mg/ml. La ecuacion de la recta

obtenida fue: As40= 0,78 X+ 0,015 (r = 0,99)

Una unidad de actividad enzimatica (UAE) se definié como la cantidad

de enzima que libera un ymol de azucares reductores por ml y por minuto.

Electroforesis en geles de poliacrilamida.
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Las electroforesis se realizaron utilizando la cubeta “Miniprotean II” de
Bio-Rad, con geles de 1Tmm de espesor. Se llevaron a cabo en condiciones
desnaturalizantes (PAGE-SDS), segun el método descrito por Laemmli
(Laemmli, 1970). Este sistema consta de 2 geles (electroforesis discontinua),
un gel separador que se polimeriza primero y un gel concentrante que se
polimeriza en la parte superior, cuyas composiciones fueron en nuestro caso:

Gel de separacion (10%): se mezclan 2,5 ml de Tris-HCL 1,5 M pH 8,8,
3,25 ml de acrilamida (29%)-bisacrilamida (0,8%), 50 ul de persulfato amdnico
al 10%, 5 pl de TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina) y 100 yl de SDS
(dodecil-sulfato sédico) al 10%, llevandose a un volumen final de 10 ml con
agua destilada y desionizada.

Gel de concentracion: se mezclan 2,5 ml de Tris-HCL 0,5 M, pH 6,8, 1,3
ml de acrilamida (29%)-bisacrilamida (0,8%), 50 ul de persulfato amoénico al 10
%, 10 yl de TEMED 100 pl de SDS al 10%. Como en el caso anterior se llevo a

un volumen final de 10 ml.

Las muestras se disolvieron en tampdon de muestra que estaba
compuesto por 4 ml de agua destilada, 1 ml de Tris-HCL (pH 6,8, 0,5M), 0,8 ml
de glicerol, 1,6 ml de SDS al 10%, 0,4 ml de 3-mercaptoetanol y 0,2 ml de azul
de bromofenol al 0,05%. Para las muestras de proteinas presentes en el
interior celular se mezclaron 4 pl de células con 20 pl de agua y 5 ul del tampodn
de muestra. Tras disolverlas se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron a
10000 g 1 minuto. El tampdn de electroforesis se preparé mezclando 3,02 g de

Tris-base con 14,4 g de glicina y con 1g de SDS por litro de agua.

El potencial aplicado para separar las muestras fue de 80 V hasta que
entraba la muestra en el gel separador y de 120 V durante su desplazamiento

en la fase separadora.

Se utilizaron los marcadores de masa molecular de amplio rango
pretefidos o sin pretefiir (Bio-Rad, USA). Los patrones sin pretedir fueron
miosina (208 kDa), -galactosidasa (115 kDa), fosforilasa B (97,4 kDa), BSA
(79,5 kDa), ovoalbumina (45 kDa) y anhidrasa carbonica (31 kDa) y los
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pretefidos eran, miosina (208 kDa), R-galactosidasa (115 kDa), BSA (79,5
kDa), ovoalbumina (49,5 kDa), anhidrasa carbonica (34,5 kDa), inhibidor de la
tripsina (28,3 kDa) y lisozima (20,4 kDa).

Para realizar la tincion de los geles se utilizaron dos métodos
alternativos Azul de Coomasie R-250 y tincidn con plata. En el primer caso y
una vez finalizada la electroforesis, el gel se introdujo en una solucién de azul
Coomasie R-250 (Bio-Rad, USA) al 0,1%, metanol al 46% y acido acético al
7,6%. Tras 1 hora aproximadamente se destifid con una solucién de metanol-
acético-agua (30:10:60)

La tincion con plata se realizd, como en el caso anterior, después de la
electroforesis siguiendo las instrucciones del kit “Silver Stain Plus” (Bio-Rad,
USA) .

Transferencia de proteinas a filtros de nitrocelulosa.

Para la transferencia de proteinas a filtros de nitrocelulosa se utilizé la
técnica de western blot. Esta técnica se realizd con el sistema “Mini-Trans-Blot
Electrofophoretic Transfer Cell” (Bio-Rad, USA). Antes de finalizar la
electroforesis, se sumergieron los papeles Whatman n°3, las esponjas y los
filtros de nitrocelulosa BA 85 de 0,45 um (Schleincher & Schuell, USA) en
tampon de transferencia (3,02 g de Tris-base con 14,4 g de glicina y metanol
(Merck, USA) al 20%, por litro de agua destilada). Una vez finalizada la
electroforesis se lavd un minuto el gel en el tampdn de transferencia
anteriormente descrito. Posteriormente se colocd sobre el polo negativo del
equipo de transferencia la esponja, 1 papel Whatman, el gel, la membrana de
nitrocelulosa, el otro papel Whatman y la otra esponja. EI montaje se realizd

con guantes y se eliminaron cuidadosamente todas las burbujas.

La transferencia se llevo a cabo a 4 °C, en agitacidn, durante 45 minutos

a un voltaje constante de 100 V .
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Inmunodeteccion de las proteinas heterdlogas.

Una vez finalizada la transferencia, los filtros se bloquearon, para evitar
la unioén inespecifica a proteinas, con leche desnatada al 5% en PBS en

agitacion durante 45 minutos.

Transcurrido este tiempo se mantiene toda la noche con una dilucion
1:3000 del anticuerpo “Monoclonal Anti-polyhistidine-preoxidase Conjugate

antibody” de raton (SIGMA, Francia) en leche-PBS durante2 horas.

Para revelar el filtro se utilizd6 una soluciéon que contenia PBS (40 ml) y
dos sustratos de la peroxidasa, diaminobencidina (10 mg en 5 ml de metanol) y
4-cloro1-naftol (15 mg en 5 ml de metanol), que al ser oxidados por la
peroxidasa en presencia de peroxido de hidrégeno (10 ul de H,O, al 30%)
producia bandas de color marrén de distinta intensidad segun el contenido en

carbohidratos.

Determinacién del pH éptimo y la estabilidad al pH de PGX1.

Para realizar la determinacion del pH optimo de PGX1 se realizd el
ensayo enzimatico Somogyi (Somogyi, 1952) con acido poligalacturénico
(SIGMA, Francia) al 0,1 % (p/v) en diferentes soluciones tampodn. La mayoria
de las soluciones tampdn se prepararon siguiendo las instrucciones de las
tablas Geigy (Geigy, 1965).

El tampdn acetato sodico (C,H302Na, SIGMA, Francia) se preparo para
un rango de pH de 3 a 5,5. El tampdn fosfato salino (PBS) se preparo
mezclando 1,5 mM de KH,POy4, 8,5 mM de Na,HPOy4, 2,7 mM de KCly 140 mM
de NaCl (concentracion final) para un rango de pH de 6 a 7,4. El Tampdn TRIS
salino (TBS) se preparo con TRIS HCI 50 mM pH 7,5 y 0,5 M de NaCl para un
rango de pH de 8 a 9.
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Para determinar la estabilidad al pH se incubaron las muestras de los
cultivos dializadas frente a agua con cada una de las soluciones tampodn
descritas anteriormente durante 30 minutos y después se realizé el ensayo
enzimatico Somogyi segun lo descrito en el apartado “Valoracion de la

actividad PG de los cultivos”.

Extraccion de RNA.

Para obtener el RNA de las muestras de P. pastoris se utilizé el kit Total

Quick RNA (TALENT, ltalia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

RESULTADOS.

Expresion de PGX2 en P. pastoris.

El cDNA de la regién correspondiente a la proteina madura del gen pgx2
se clond en el vector de expresion pPICaa y se obtuvé el vector pPICaa-pgx2.
Con este vector se transformd la cepa de P. pastoris KM71 mediante
electroporacion y se eligieron 4 clones en los que se detectd la presencia del
plasmido integrado mediante PCR, para realizar la expresion piloto en el medio
inductor descrito en material y métodos.
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M 1 2 3 4 pPICa pgx2

Figura 5.2: RT-PCR del RNA de los 4 clones positivos pPICa-pgx2, y de un clon de P.
pastoris transformado con el pldsmido pPICa utilizado como control negativo. Como
control positivo se utilizd el cDNA de pgx2.

Como primer paso para ver si la regién del gen pgx2 introducida se
estaba expresando se realizé un experimento RT-PCR con los oligos
especificos del gen. Los resultados se muestran en la figura 5.2 donde se
puede observar la presencia del mRNA del gen pgx2 en los cuatro clones
elegidos. Asimismo, se realiz6 un ensayo Somogyi para detectar actividad PG
en el medio extracelular de los cultivos de los clones de P. pastoris

recombinantes, donde no se detectoé actividad PG en ninguno de los clones.

No se detectd actividad PG en el medios extracelular de los clones
recombinantes transformados con la construccion pPICaa-pgx2, por lo que se
procedio a la deteccion de la proteina mediante western blot con el anticuerpo
especifico anti-PGX2 (Patifio, 1998), tanto en el medio extracelular como en
extractos de las proteinas intracelulares. En las muestras pertenecientes al
medio extracelular no se pudo detectar la presencia de la proteina PGX2. Sin
embargo, en las muestras intracelulares de los mismos clones, al realizar un
analisis tipo western blot con el anticuerpo anti-PGX2, se pudo apreciar la

presencia de una banda de unos 100 kDa aproximadamente, que no esta
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presente en el control negativo (Figura 5.3). Esta senal de distinta intensidad en
los cuatro clones, podria corresponderse a la proteina PGX2 que estaria en el

interior celular y no habria sido secretada al medio de cultivo.

4 3 2 1 PPICaa M

100 kDa 1—»

Figura 5.3: Andlisis tipo western blot con el anticuerpo anti-PGX2 de las proteinas
intfracelulares de los clones de P. pastoris pPICaa-pgx2, 1 al 4. Se utilizd un clon de P.
pastoris fransformado sélo con el vector pPICaa como control negativo.

Expresién de PGX1 en P. pastoris.

Se probd también el sistema de P. pastoris con el gen pgx1. Para ello se
clond la secuencia de nucledtidos correspondiente a la proteina madura de
este gen, en el vector de expresion pPICoa y se transformo la cepa de P.
pastoris GS115. Se obtuvieron diversos clones en los cuales se corroboré la
presencia en su genoma de la insercion del vector de expresion con el gen

pgx1 mediante PCR y con los oligos apropiados.
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Figura 5.4: Actividad PG de los clones de P. pastoris fransformados con el vector
pPICaa—pgx]l a lo largo de cuatro dias de cultivo. La cepa de P. pastoris
fransformada con el vector pPICaa fue utilizada como control negativo.

De los clones positivos obtenidos se eligieron 5 para los experimentos
de expresion piloto. Para ello, se iniciaron los cultivos de los 5 clones
recombinantes en el medio inductor BMMY descritos en material y métodos,
junto con un clon de P. pastoris transformado con el plasmido pPICaa como
control negativo. Se recogieron muestras del medio extracelular durante 4 dias
de cultivo y se procedié a los ensayos para detectar actividad PG (Somogyi,
1952). Los resultados de los ensayos de valoraciéon de actividad PG se
muestran en la figura 5.4, en ellos se puede observar la presencia de actividad
PG en los medios de cultivo de los clones transformados con la construccion
pPICaa-pgx1, no detectandose ésta en el control negativo. Ademas se puede
observar diferencias en la actividad entre cada uno de los clones. Estos

resultados estarian indicando la presencia de PGX1 en el medio extracelular.

Se realizaron geles de SDS-PAGE y se comprobd que el patréon de
proteinas de los clones transformados con pPlCaa-pgx1 era diferente al del
clon transformado unicamente con pPICaa. Para verificar la presencia de la
proteina en el medio extracelular se realizé un analisis western blot con el

anticuerpo anti-Histidina, que se une a la cola de histidinas presente el extremo
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carboxi terminal de PGX1 de acuerdo con la construccion realizada en el vector
pPICaa. No se pudo detectar ninguna sefal positiva en este analisis, a pesar

de que la actividad PG esta presente en el medio extracelular.

Caracterizacion de PGX1.

Como un primer paso antes de la purificacion de la PGX1 se realizaron
estudios de caracterizacion de la misma con el fin de conocer propiedades de
la enzima y ver como diferian con respecto a las caracteristicas de la PGX2
(Patifio, 1998). Para ello se utilizaron muestras del cultivo del clon de P.

pastoris en el que mas actividad PG se obtuvo en los experimentos de
expresion piloto.

pH 6ptimo.
pH optimo
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Figura 5.5: pH 6ptimo de PGX1.

Para el estudio del pH 6ptimo de la actividad PG, se utilizaron soluciones
de &cido poligalacturénico al 0,1 % en tampones con diferentes valores de pH,
todos ellos a una concentracion 50 mM. Se cubrié un rango de pH desde 3 a 9
con los siguientes tampones: tampdn acetato (desde 3 hasta 6); tampon fosfato
(desde 6 a 8,) tampdn Tris (desde 8,0 a 9,0). Los resultados del estudio se

muestran en la figura 5.5. El valor de pH al que se obtuvo mayor actividad PG
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fue 5,5, conserva un 90% de actividad a pH 5 y 6, pero la actividad desciende
drasticamente en valores de pH por encima de 6,0 y por debajo de 4,5.

Estabilidad al pH.

Estabilidad

pH
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

% actividad PG

3 35 4 45 5 55 6 64 7 74 8 85 9

pH

Figura 5.6: Estabilidad de PGX1 en relacién al pH.

Para determinar la estabilidad al pH, la actividad PG se valoré en
tampon acetato 50 mM pH 5,2 tras haber incubado las muestras durante 30
minutos en tampones a distintos pHs. Los resultados del analisis se muestran
en la figura 5.6. El valor maximo de estabilidad se observa a pH 5,5.
observandose una estabilidad del 60% a pH 6,4. La enzima conserva valores

del 30 % a pH 3 y de mas del 10 % de su actividad a pH 9.

Temperatura 6ptima.

La actividad se valoré en tampoén acetato 50 mM pH 5,2. Se estudioé un
rango de temperatura que iba de 10 °C a 70 °C. Se pudd observar como la
actividad iba aumentando con la temperatura hasta alcanzar un valor maximo a

45 °C (Figura 5.7), a partir de este valor la actividad sufria una caida drastica.
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Temperatura 6ptima
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Figura 5.7: Temperatura optima de PGX1.

Estabilidad a la temperatura.

En la figura 5.8 podemos observar como entre 10 y 40 °C después de 30
minutos de incubacidén no se observa pérdida alguna de actividad. A 50 °C son
suficientes 25 minutos para producir una pérdida del 20 % de la actividad. La
enzima pierde actividad desde los 10 minutos cuando se mantiene a 60 °C

conservando solo el 40% después de 30 minutos.

Estabilidad a la temperatura

100 - 4 » » » o
8 80 - .
T 4o | —e— 10°-40°
_'g —=—50
g 40 60
I
e 20

0
5 10° 15° 207 257 307
Tiempo (minutos)

Figura 5.8: Estabilidad en relacién a la temperatura de PGX1.
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Afinidad de PGX1 por distintos sustratos.

a)

b)
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Figura 5.9: Representaciéon de Km y Vmax de PGX1 expresada en P. pastoris utilizando
como sustrato el dcido poligalacturénico (a), digalacturdénico (b) y trigalacturénico

(c).
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Se realizaron experimentos para ver la afinidad de PGX1 por diferentes
sustratos, para ello se utilizaron el acido poligalacturénico, digalacturonico y
trigalacturénico. Los resultados obtenidos se pueden observar en la figura 5.9.
Todos los valores de Ky, se dan en mM (milimolar) excepto los obtenidos para
el acido poligalacturénico que se dan en concentracion molar de galacturonico
(Mga). Se puede observar que con los tres sustratos las relaciones se ajustan a
un modelo de Michaelis-Menten. De las representaciones de Lineweaver-Burk
se pueden obtener unos valores de K., de 7,13x10-> Mga (1,3 mg/ml) para el
acido poligalacturénico, de 2,93 mM (1,08 mg/ml) para el digalacturonico y de
1,53 mM (0,84 mg/ml) para el trigalacturénico. Asimismo, los valores de Vmax
son 2,54 U/ug para el poligalacturénico, 2,33 U/ug para el digalacturénico y

3,71 U/ug para el trigalacturénico.
DISCUSION
Expresiéon de PGX2 en P. pastoris .

Previamente a la utilizacion de P. pastoris se habian probado dos
sistemas de expresion heteréloga basados en la utilizacién de S. cerevisiae y
E. coli, con el fin de obtener la exopoligalacturonasa PGX2 de FORL. Los
resultados obtenidos en ambos sistemas no aportaron ninguna evidencia
positiva de la presencia de la proteina ni en el medio extracelular ni en el
interior celular, aunque se observo en S. cerevisiae la correcta transcripcion del

gen pgx2. Por tanto, se decidio probar con la levadura P. pastoris.

Al utilizar este sistema se pudo observar que en los clones
transformantes de P. pastoris analizados, se produjo la correcta transcripcion
del gen insertado en el vector pPICaa (Figura 5.2). Aun asi, los resultados
obtenidos al realizar un ensayo enzimatico para comprobar la presencia de
actividad PG en el medio extracelular fueron negativos. Asimismo, tanto las
electroforesis en geles de SDS-PAGE, como el western blot realizado con el
anticuerpo anti PGX2 no pudieron aportar ninguna evidencia de la presencia de

la proteina en el medio. Sin embargo, en el western blot realizado con muestras
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de proteinas intracelulares de cada uno de los clones positivos pPICaa-pgx2,
se pudo observar la presencia de una banda de unos 100 kDa (Figura 5.3). La
masa molecular esperada de la proteina formada por la fusion de la secuencia
del gen pgx2 correspondiente a la proteina madura junto con la sefial para el
Factor Xa, con la secuencia del factor a y las secuencias de epitopo c-myc y la
cola de histidinas presentes en el plasmido pPICaa seria de 60 kDa. Sin
embargo, no habria que descartar la posibilidad de que esta sefal indicase la
presencia intracelular de PGX2, debido a que la masa molecular de la proteina
podria aumentar por glicosilacién, ya que se ha observado que en condiciones
nativas esta proteina esta altamente glicosilada (Patifio, 1998). También podria
ser que la enzima permaneciera en el interior celular agregada a otro tipo de
proteinas lo que haria que apareciese como una banda de alta masa
molecular. Por otro lado, y aunque el factor a de S. cerevisiae, presente en
pPICaa como sefial de secrecion de la proteina, haya dado buenos resultados
para una ENDOPG de S. cerevisiae (Blanco, et al., 2002) y, como veremos
mas adelante, funciona en el caso de PGX1, podria no hacerlo bien en este
caso debido a caracteristicas fisico-quimicas propias de esta enzima. Existen
otras senales de secrecion tales como PHO1 de P. pastoris o PHA-E de
Phaseolus vulgaris (Raemaekers, et al., 1999) con las que podria obtenerse

una correcta secrecion de esta proteina.

Expresién de PGX1 en P. pastoris y caracterizacion enzimatica de la

proteina heterdloga.

Se ha conseguido expresar el gen pgxl codificador de una EXOPG en
P. pastoris. Varios de los clones transformados produjeron proteina activa con
valores variables en los medios de cultivo adecuados. El clon que presenté los
valores mas elevados de actividad se eligié para realizar la caracterizacion

fisico-quimica de la PGX2 producida en P. pastoris.

El método desarrollado incluia una modificacion que suponia la sintesis
de una cola de histidinas en el extremo carboxi terminal de la proteina, con el

objeto de facilitar su purificacion, para lo que se dispone de columnas que la
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pueden retener especificamente. Sin embargo, los resultados no fueron
satisfactorios, ni se logré detectar mediante anticuerpos la presencia de la cola
de histidinas unida a la proteina PGX1 sintetizada en P. pastoris.

Dado que la presencia de actividad PGs en los transformantes de P.
pastoris solo podria ser debida a la introduccion del gen pgx1, nos planteamos
realizar la caracterizacion enzimatica a partir de los cultivos de uno de los
clones. La dificultad que encierra la purificacién de estas enzimas en el propio
hongo, unido a que no se puede realizar una caracterizacion enzimatica con los
extractos del hongo por el numero variable de isoformas que contribuyen a la
actividad PG hace que esta aproximacion en un sistema heterdlogo resulte muy
util. La existencia de datos sobre la EXOPG presente en FORL (PGX2)
obtenida en condiciones nativas en relacion a caracteristicas como (pH y
temperatura 6ptima, estabilidad frente al pH y temperatura y afinidad por el

sustrato) nos permitié analizar comparativamente las dos EXOPGs de FORL.

Se puede observar que el pH optimo de PGX1 (5,5) (Figura 5.5) fue
similar al obtenido en el caso de PGX2 (5,5) (Patifio, 1998), situandose ambos
dentro del rango normal descrito para las PGs purificadas, tanto EXO (Dos, et
al., 2002; Di Pietro y Roncero, 1996) como ENDOPGs (Cotton, et al., 2002).
Por otro lado, su estabilidad frente al pH (Figura 5.6) fue mayor que la
observada para PGX2, ya que ésta se inactivaba en un rango de pH de 6 a 7,
valores entre los cuales se localizaba su punto isoeléctrico (Patifio, 1998). En el
caso de PGX1 no se aprecia ninguna inactivacion a pHs cercanos a su pl
tedrico 5,4. No habria que descartar que el pl tedrico se alejara bastante del
real, hecho que también ocurre para la proteina PGX2, cuyo pl tedrico es de
8,17 y su pl estimado experimentalmente fue de 6,6 (Patifo, 1998). La
actuacion de enzimas que resultasen estables a rangos amplios de pH podria
ser de gran importancia dentro de las complejas condiciones en las que se
desarrolla la infeccidn y colonizacion de la planta en las que el pH va
cambiando como se ha descrito en otras interacciones como es el caso de las

infecciones producidas por S. sclerotiorum en zanahoria (Cotton, et al., 2003).
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Con respecto a la temperatura las caracteristicas observadas en el caso
de PGX1 (Figuras 5.7 y 5.8) resultan bastante distintas a las de PGX2. PGX1
parece tener una temperatura 6ptima a 45° C esto se ajusta bien al descrito
para EXOPGs purificadas en otros organismos como A. tubingensis (Kester, et
al., 1996), aunque difiere notablemente a la temperatura éptima de PGX2 (60
°C). Por otro lado, su estabilidad a la temperatura parece ser menor que la
descrita para PGX2, ya que, a 60 °C va perdiendo actividad desde los 10
minutos y también pierde actividad con tiempos prolongados a 50 °C, mientras
que PGX2 resultaba estable a 50 °C durante 30 minutos y soélo perdia un 10%
de actividad después de 20 minutos a 60 °C (Vazquez, et al., 1993).

Estos resultados apoyan un cierto grado de especializacion de ambas
enzimas siendo PGX2 mas estable a la temperatura que PGX1, mientras que
PGX1 resulta mas estable al pH. Como hemos visto el pH del medio es un
factor importante que no soélo influye en la actividad de las PGs sino también en
la regulacion de los genes codificadores de PGs (Cotton, et al., 2003; Caracuel,
et al., 2003), por lo que la presencia de varias enzimas con caracteristicas
diferentes en relacion al pH podria conferir al patégeno mejores recursos frente
a condiciones cambiantes de pH durante el proceso de colonizacion.

Por otra parte, la obtencién de enzimas individuales con estabilidad a la
temperatura y/o al pH podrian resultar de gran utilidad para su aplicacion en
procesos industriales.

Otra caracteristica importante de estas enzimas es su afinidad por el
sustrato. Los resultados obtenidos para la enzima PGX1 heterdloga se ajustan
a un modelo de Michaelis-Menten con valores de K, de 1,3 mg/ml para el
poligalacturénico, 1,08 mg/ml para el digalacturénico y 0,84 mg/ml para el
trigalacturénico. Se puede constatar que esa enzima presenta una mayor
afinidad por el trigalacturénico que por los otros dos sustratos. Por otro lado, los
valores obtenidos para el poligalacturénico y digalacturénico no se ajustan
exactamente al propuesto por Rombouts y Pilnik (1980) para la mayoria de las

PGs, el cual estimaron menor de 1mg/ml. Aun asi se ha observado que existe
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gran variabilidad en este aspecto entre las PGs habiéndose descrito valores de
Km para el polimero desde 0,09 mg/ml como en el caso de Geotrichum lactis
(Pardo, et al.,, 1991) hasta de 25 mg/ml para una EXOPG de F. oxysporum
(Garcia Maceira, et al., 1997). Los valores de la cinética obtenidos en el caso
del trigalacturonico y digalacturénico estarian de acuerdo con el modo de
accion “exo” de PGX1, ya que se ha observado que la hidrdlisis del
trigalacturénico por ENDOPGs es mucho mas lenta que la del poligalacturénico

a igual concentracion de sustrato (Huang y Mahoney, 1999).

Los valores obtenidos difieren de los descritos para PGX2 siendo éstos
de 0,13 mg/ml para el poligalacturénico, 0,24 mg/ml para el digalacturénico y
0,20 mg/ml para el trigalacturénico (Vazquez, et al., 1993). De estos valores se
puede deducir que PGX1 presenta una mayor afinidad por el trigalacturénico,
mientras que la de PGX2 actuaria preferentemente con el poligalacturénico. La
presencia de dos genes codificadores de EXOPGs que difieren en su afinidad
por el sustrato también ha sido descrito en A. niger (Sakamoto, et al., 2002) en
donde la exo-PG1 presenta una amplia especificidad por oligogalacturénicos
con diferentes grados de polimerizacién mientras que la exo-PG2 presenta una
mayor afinidad por digalacturdnicos.

La existencia de varias PGs con caracteristicas diversas y con patrones
de regulacion coordinados y sensibles a las condiciones variables, tanto
ambientales como de sustrato disponible, a lo largo del proceso infectivo
parece ser el modelo mas compatible con los datos obtenidos de este estudio
para FORL. Esta situacion también podria resultar ventajosa durante la fase
saprofita. En este modelo ninguna de las PGs seria critica para producir
infeccion, pero en condiciones naturales la ventaja de un correcto
funcionamiento del sistema completo de PGs podria ser suficiente para su éxito

evolutivo.
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Conclusiones.

1. Se han obtenido y caracterizado las secuencias gendmicas de cuatro
genes codificadores de poligalacturonasas dos de ellas con modo de accién
“endo” y dos de modo de accion “exo”, asi como las secuencias adyacentes 5°
y 3" del hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum f.sp. radicis lycopersici. La
estructura de los genes se ajusta a los descrito en hongos filamentosos. Los
cuatro genes presentan una similitud muy baja entre si y tienen una variabilidad

de secuencia muy escasa dentro del género Fusarium.

2. Se han determinado los residuos de aminoacidos conservados con
posible significado funcional de las proteinas correspondientes a los cuatro

genes de PGs de FORL asi como sus estructuras tridimensionales teoricas.

3. El analisis filogenético realizado en este trabajo en base a la
comparacién de sus secuencias con una muestra representativa de PGs de
otros hongos filamentosos y de plantas, indica que las ENDOPGs y EXOPGs
forman dos grupos monofiléticos diferentes, con dos subgrupos basicos cada
uno, sugiriendo una divergencia de los genes de PGs anterior a la de las
especies. Los cuatro tipos fundamentales de genes de PGs estan
representados en una unica copia en la mayoria de las especies de Fusarium

analizadas .

4. Los cuatro genes de PGs de FORL son inducibles por sustrato y estan
sometidos a represién por glucosa, y presentan diferentes patrones de

expresion cuantitativa y cualitativamente en cultivos in vitro.

5. Se ha realizado un analisis in silico de las regiones promotoras de los
cuatro genes de PGs de FORL y se ha observado la presencia de motivos
reguladores relacionados con el metabolismo del nitrégeno, la represion
catabdlica, estrés ambiental, pH y distintas sefiales implicadas en el desarrolllo

distribuidos de forma diferencial en los cuatro promotores.

6. Se ha desarrollado un sistema para el analisis de los promotores de

los cuatro genes codificadores de PGs de FORL en S. cerevisiae. Los
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resultados del analisis de expresién dirigida por las regiones promotoras de los
cuatro genes de PG en S. cerevisiae concuerda basicamente con el modelo de

regulacion por fuente carbonada deducido de estudios in vitro.

7. Se ha expresado la exopoligalacturonasa PGX1 de FORL en la
levadura P. pastoris y se ha realizado una caracterizacion enzimatica. Los
valores obtenidos en relacion a la temperatura, el pH, asi como, a la afinidad

por distintos sustratos difieren de los descritos para la otra EXOPG de FORL.
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