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Introduccion

EL CHAMPINON (Agaricus bisporus) Y SU PRODUCCION COMERCIAL

El Basidiomiceto superior Agaricus bisporus, cuyo cuerpo fructifero constituye
el champifion, es el principal hongo comestible cultivado a gran escala en occidente o
gue le confiere una indudable importancia econémica. Se calcula que la produccién
industrial de champifion en e mundo a finales del siglo XX ha acanzado la cantidad de
1.900 millones de Kg frente a los 2.500 millones de Kg que suman las producciones
mundiales de los demas hongos cultivados (Chang, 1996). Pero parallegar a esta cifra se

ha tenido que recorrer un arduo camino de cerca de cuatrocientos afios de duracion.

Todas las fuentes bibliograficas de que se dispone en la actualidad muestran
préctica unanimidad en que € cultivo de champifion nacié por casualidad en Francia en
el siglo XVII. Alrededor del afio 1650 unos cultivadores de melones de la region de
Paris observaron gue, habiendo abonado sus cultivos con estiércol de caballo y regado a
continuacién con e agua en la que previamente habian lavado champifiones silvestres,
se desarrollaban nuevos champifiones. En este caso habian coincidido los tres
componentes basicos para la produccion de hongos comestibles cultivados: un sustrato
organico como medio de cultivo del hongo (el estiércol de caballo, rico en los nutrientes
necesarios), un inéculo (el agua de lavado de los champifiones portando abundantes
esporas y pequefios trozos de tegjido de champifiones) y un microclima adecuado
(temperatura, humedad y aireacion).

Iniciado asi el cultivo de champifion en Francia, en 1651 aparece € primer
documento escrito por € jardinero Bonnefons, y en 1670 e agrénomo La Quintinie
empieza a cultivarlo sobre mantos de pgja y heno en los jardines del rey Luis XIV
(Labarére, 1994). El primer articulo cientifico sobre e cultivo de champifién se debe a
Pitton de Tournefort, publicado en las Memorias de la Real Academiade las Ciencias de

Franciaen 1707.
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Introduccion

En 1780 € jardinero Chambry comenzd a cultivarlo en galerias y cuevas
subterréneas que reunian condiciones muy favorables para su cultivo. Un poco mas
adelante, alrededor de 1810, los cultivadores corroboraron que e champifion fructificaba
en ausencia de luz, por lo gue su cultivo se realiz6 a partir de este momento en cuevas en

lamayoria de | os paises europeos (Labarere, 1994).

Desde Francia el cultivo se expandié por algunos paises de Europa, siendo Miller
quien en 1731 lo introdujo en Inglaterra, pasando seguidamente a Alemania, gracias a su
Diccionario de la Jardineria traducido a idioma de este pais en 1769 (Van Griensven,
1988). Los primeros datos de la introduccion del cultivo de champifion en Estados
Unidos por emigrantes europeos aparecen en 1880 en la region de Nueva York y Long
Island, pasando seguidamente a Pennsylvania donde, hoy dia, se ha conseguido la mayor

concentracion de produccion de champifion del mundo.

Un avance significativo para €l desarrollo del cultivo de champifion fue la
preparacion de la"semilla’ o inéculo obtenido a partir de cultivos puros de A. bisporus,
conseguido por Costantin 'y Matruchot en 1893 (Van Griensven, 1988), pues
anteriormente € cultivador fabricaba y multiplicaba su propia "semilla* favoreciendo la
propagacion de numerosas enfermedades. La "semilla' o micelio vegetativo de
champifion exento de patdgenos, empezd a obtenerse sobre compost esterilizado,
sustituyendo asi a la efectuada con compost invadido de micelio procedente de un
cultivo previo. En 1932 Sinden patenté la "semilla" crecida sobre grano de cereadl,
dedicandose también a la produccién de nuevas variedades de A. bisporus, y en 1971
Miller (Van Griensven, 1988) desarroll6 un método para la hibridacion de este
organismo, basado en el aisamiento de esporas de basidios tetraesporados, iniciandose

asi el estudio de la mejora genética de variedades.

En e afo 1817 Abercrombie describio e primer compostaje del substrato,
apilando €l estiércol de caballo en cordones, asemejandose en parte al compostaje actual.
Aunque en sus comienzos se el aboraba Unicamente con estiércol de caballo humedecido
y fermentado espontaneamente hasta la pérdida del olor a amoniaco, cuando este
material empezd a escasear a ser desplazados estos animales por la aparicion del

maquinismo, paulatinamente fueron afiadiéndose otras sustancias suplementarias y
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materiales de desecho: pgjas, salvados, restos de molineria, yeso, sangre seca etc. A la
vista de los excelentes resultados obtenidos se demostré que € estiércol de caballo no
era la materia prima esencial paralograr un buen sustrato para € cultivo de champifion.
En este sentido fueron muy determinantes | os trabajos desarrollados por Waksman en los
anos treinta sobre el papel de los microorganismos en la descomposicién de |os residuos
vegetales, concluyendo que el champifidn regueria como nutrientes esenciales lignina,
celulosa, hemicelulosa y proteinas (Hayes, 1977). En la actualidad €l método del
compostgje "corto" de dos fases, utilizado a lo largo de la segunda mitad del siglo XX,
esta siendo substituido por e compostgje "indoor" cuyo proceso fermentativo es méas

rapido que el anterior por su régimen maés controlado (Pardo, 1994).

De todo lo que antecede se deduce que e cultivo comercial de champifién
requiere un manejo extremadamente cuidadoso en cada una de las etapas del ciclo vitd
del hongo. A. bisporus presenta un ciclo biolégico caracteristico que le diferencia de
otras especies de Agaricus y del resto de los hongos basidiomicetos por su condicion de
homotalico secundario (Raper et al., 1972), a diferencia de los anteriores que son
heterotalicos (Fig. 1). Por esta razon sus basidios producen principalmente dos esporas
binucleadas fértiles que desarrollan directamente micelio secundario capaz por si mismo
de fructificar, para lo cua hara su aparicion el micelio agregado terciario en forma de
aparato fructifero (carpéforo, esporocarpo, basidiocarpo o seta), portador de las esporas

para su posterior diseminacion.

El hecho de formar solo excepcionalmente esporas mononucleadas haploides,
productoras de micelios homocariéticos, confiere a este organismo una muy baa
variabilidad genética, dificultando su posible hibridacién con objeto de obtener nuevas
cepas con caracteristicas preseleccionadas. Para la obtencion de dichos micelios
homocaridticos se ha recurrido a la obtencion de protoplastos mononucleados
(Sonnemberg et al., 1988; Garcia Mendoza et al., 1991). Estudios recientes de
transformacion genética en este organismo no han suministrado todavia cepas

suficientemente estables.
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Fig. 1. Representacion esqueméticadel ciclo biol6gico de Agaricus bisporus (Garcia Mendoza, 2000)

La obtencion de los cuerpos fructiferos a escala industrial, se consigue después
de un periodo de desarrollo del micelio vegetativo secundario de 25-33 dias de duracion,
seguido del periodo propiamente dicho de fructificacion, que a su vez abarca entre 40 y
52 dias. El primer periodo incluye la colonizacién del compost por el micelio inoculado,
gue supone entre 15 y 20 dias a una temperatura ambiente de 20-22°C, alcanzando 25°C
dentro de las bolsas o recipientes. Cuando el micelio ha colonizado todo e sustrato
aparece un color blanquecino tanto en el interior como en la superficie, y es e momento
en que se procede a cubrir el compost con la capa de cobertura, a base de tierra calizay
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turba, incubando esta prefructificacién o colonizacion de la capa de cobertura durante
10-12 dias a 25°C. El periodo de fructificacion se inicia variando las condiciones
climaticas del local, bajando latemperaturaa 16°C y aumentando la ventilacion, durante
5-7 dias, con lo que se detiene € crecimiento vegetativo del micelio y tiene lugar la
aparicion de los primordios, seguida de los cuerpos fructiferos en "floradas’ u oleadas
con intervalos aproximadamente semanales. La cosecha de la primera y segunda
"floradas’ alcanza € 60-70% de la produccién total y supone entre 12 y 15 dias,
mientras que en e resto de las "floradas’, entre 25 y 30 dias, va decreciendo la
productividad, hasta que finaliza € cultivo por agotamiento del sustrato y
envejecimiento del micelio (Fig. 2). Rutinariamente y a modo preventivo se sigue un
riguroso programa de tratamientos de las principales plagas y enfermedades del

champifion.

Compost inoculado con micelio deA. bisporus Compost colonizado con micelio de A. bisporus
crecido sobre semillas de gramineas con la capa de cobertura en su superficie
3

Oleadas de crecimiento de car p6foros de A. bisporus

Fig. 2. Esquema de las principales etapas del cultivo industrial de A. bisporus (GarciaMendoza, 2000)

El cultivo de champifién en Espafia comienza a principios de los afios cincuenta,
de forma completamente artesanal, principalmente en cuevas, bodegas u otras
dependencias semejantes, en las comarcas de Navarra, La Rioja, Aragén, Vaencia,

Balearesy Castilla-La Mancha. Con lainstalacién de la primera planta de preparacién de
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sustrato pasteurizado o compost en Villanueva de la Jara (Cuenca) en 1974 se inicia un
cultivo importante en esta provincia, de forma que actuamente la comarca de
La Manchuela (Sureste de Cuenca y Noreste de Albacete) se ha colocado en el primer

lugar de la produccién nacional de champifion (Fig. 3).
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Champifiones
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Fig. 3. Produccion industrial de A. bisporus
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EL MICOPARASITISMO Y LA VERTICILIOSIS O "MOLE SECA" DEL
CHAMPINON

El parasitismo es el proceso por e cual un organismo vive a expensas de otro
organismo Vvivo, bien sea animal o vegetal, produciéndole un perjuicio mas o menos
acusado. Dentro de los hongos existen numerosos parasitos animales y vegetales, e
incluso algunas especies son capaces de parasitar a otros hongos, proceso conocido

como micoparasitismo o parasitismo de un hongo.

Desde que en 1973 Barnett y Binder describieran dos grandes grupos de
micoparasitos, los necrotréficos y los biotroficos, segin su mayor o menor grado de
agresion al hongo hospedador, se han ido describiendo sucesivamente distintos casos de
micoparasitismo, siendo de destacar los de Piptocephalis virginiana sobre diferentes
especies de hongos Mucorales (Manochay Sahai, 1993), Schizophyllum commune sobre
Rhizoctonia solani (Chiu y Tzean, 1995), Verticillium lecanii y Sporothrix rugulosa,
ambos sobre Sphaerotheca fuliginea (Verhaar et al., 1996) y e primero de ellos, V.
lecanii también sobre Pythium ultimum (Benhamou y Brodeur, 2001), Trichoderma
harzianum sobre R. solani y Sclerotium rolfsii (Elad et al., 1983), Lasiodiplodia
theobromae (Golam Mortuza y llag, 1999), T. virens y T. viride, sobre Sclerotinia
sclerotium (Huang et al., 2000), asi como otras cepas de T. harzianum genéticamente
transformadas con fines de biocontrol sobre R. solani (Zeilinger et al., 1998). El hecho
de que los hongos hospedadores de los micoparésitos citados sean a su vez hongos
fitopatdgenos ha conducido a que las investigaciones mas recientes sobre este tema se
dirijan hacia €l posible control biolégico mediante tratamiento de la micosis primaria
con su correspondiente micoparasito, 0 con su respectivo equipo enzimatico aislado, con
el fin de conseguir en un futuro préximo la erradicacion de las infecciones vegetales

causadas por |los fitopatdgenos en cuestion.

El micoparasitismo, verticiliosis o "mole seca' del champifién, tema de la
presente tesis doctoral, es la micosis producida por € hongo Hifomiceto Verticillium
fungicola sobre los cultivos comerciales del hongo Basidiomiceto superior Agaricus
bisporus o champifion. La primera descripcion de esta micosis fue realizada por
Constantin y Dufour en 1892, y V. fungicola ha sido considerado como € hongo méas

destructivo y ubicuo de todos los patégenos del champifion por Sinden (1971), pudiendo
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Ilegar a destruir una cosecha en dos o tres semanas (Fletcher et al., 1986). Igualmente se
han descrito los dafios causados en los cultivos comerciales de Esparia, Holanda, Suiza,
Francia, Reino Unido, Norteamérica, Indiay Taiwan (Gea Alegria, 1995).

La denominacion de "mole seca’ 0 "bolas' por los cultivadores, alude ague si los
champifiones son infectados en una etapa temprana de su desarrollo, como es la fase de
primordios, aparecen una pequefias masas esféricas esclerodermoides 0 "bolas" de tejido
de color blanco-grisaceo correspondiente a la proliferacién del micopatégeno, en las que
no existe diferenciacion de pie, sombrerillo y laminillas. Si los champifiones son
afectados en una fase mas avanzada de su desarrollo, cuando ya se han diferenciado
estipite y pileo, aparecen imperfectamente formados a arquearse el pie provocando una
inclinacién del sombrerillo, de color semejante a la fase anterior, siendo denominados
como "pie o labio de liebre", en donde las células afectadas detienen su crecimiento
mientras que las no infectadas contintan alargandose. Finalmente cuando la infeccién
tiene lugar sobre los carpéforos casi completamente diferenciados, aparecen sobre ellos
manchas de color pardo que evolucionan hacia el grisaceo, debido a la progresion de la
micosis, con la correspondiente esporulacion del Verticillium denominandose "moteado
del sombrerillo" (Fig.4).

Diversos estudios sobre la interaccion de los micelios de ambos hongos,
realizados mediante microscopia Optica 'y electrénica tanto in vivo como in vitro (Ware,
1933; Matthews, 1983; Gandy, 1985; North y Wuest, 1993) mostraron que aungue no se
Ilegaron a observar estructuras especializadas de penetracion por parte de V. fungicola
en e interior de las hifas de A. bisporus, si se hacia patente la destruccién parcial de
dichas hifas, probablemente debido a la accion de agunas enzimas liticas (Michaels,
1973; Trigiano y Fergus, 1979; Kaberer, 1984). Recientemente Dragt et al. (1996)
pudieron demostrar |a presencia del micopatégeno dentro de las hifas del carpoforo, asi
como Calonje et al. (1997), quienes también pusieron de manifiesto la necrosis celular
de dichas hifas producida por la digestion de sus correspondientes paredes celulares,

identificando las enzimas hidroliticas secretadas por € Verticillium.
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En los procesos de micoparasitismo estudiados hasta el presente (Manocha y
Chen, 1990) el micoparasito necesita primeramente contactar con la superficie celular
del hospedador. A continuacién debe producirse un reconocimiento de la topografia de
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Champifiones presentado todos los sintomas tipicos de [a
mole seca: “bolas”, “labio de liebre” y “moteado”

“Bolas esclerodermoides”

“Pie o labio de licbre” “Moteado del sombrero”

Fig. 4. Verticiliosis del champifidn (Fotografias cedidas por el Dr. Gea Alegria, CIES)
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la superficie de dicho hospedador por parte del micoparasito que parece consistir en la
unién de moléculas complementarias presentes en las superficies de ambos organismos,
como ocurre entre lalectina de las hifas del hospedador R. solani y ciertos carbohidratos
de las paredes celulares del micoparasito T. harzianum (Elad et al., 1983). Ta grado de
especificidad en la unidn o interaccion entre €l parésito y el hospedador debe producirse
igualmente en la verticiliosis, y € estudio de ambas posibles etapas de adhesion y
reconocimiento entre V. fungicolay A. bisporus, este Ultimo a su vez en sus dos fases de
micelio vegetativo y agregado, constituyen uno de los dos macro-objetivos del presente
trabgjo.

El hecho de que & micelio vegetativo de A. bisporus no sea necrosado por el de
V. fungicola y que las paredes celulares de los micelios vegetativo y agregado de
A. bisporus presenten diferencias estructurales considerables (Garcia Mendoza et al.,
1987; Calonje et al., 1996) demuestra € importante papel que desempefian dichas
paredes celulares en los procesos de micoparasitismo. El estudio de la interaccion del
micelio vegetativo de A. bisporus con el del micopatégeno V. fungicola en cultivos
experimentales (Calonje et al., 2000a) ha mostrado que entre ambos micelios tiene lugar
una aparente adhesion, sin que se produzca la necrosis del micelio del hospedador a
pesar de la secrecion de los enzimas hidroliticos del Verticillium, hecho probablemente
debido alafalta de un reconocimiento especifico posterior ala citada adhesion.

IMPLICACION DE LAS PAREDES CELULARES DEL HOSPEDADOR
(A. bisporus) Y DEL PARASITO (V. fungicola) EN EL
DESENCADENAMIENTO DE LA MICOSIS

La pared celular fungica es la estructura externa y rigida de la célula, situada a
continuacion de la membrana plasmética, cuya funcion principal es mantener la forma
de los organismos que la poseen, protegiéndola de los posibles dafios mecanicos,
guimicos y osmaticos. Dicha estructura no se comporta de forma inerte, sino que
participa en fendmenos activos de superficie, interacciones intercelulares e inmunidad,

mostrando ademés una significativa actividad enzimética que se manifiesta durante el
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crecimiento celular a presentar tal pared claras modificaciones tanto en su composicién
guimica como en su arquitectura molecular, para lo que intervienen enzimas
biosintéticas y degradativas de los polimeros que la conforman que, correctamente

ensamblados, proporcionan ala misma su organizacién caracteristica.

Estas paredes celulares presentan un alto porcentaje de azlcares estructurados
como polisacaridos (alrededor del 80% del peso seco de la pared), a los que siguen en
proporcion proteinas, lipidos, pigmentos y sales minerales (Bartnicki-Garcia, 1968). La
glucosa es €l azlicar mas abundante de dichos polisacaridos, encontrandose en todos los
grupos taxondémicos, seguida por la manosay la galactosa, que se encuentran igualmente
en la mayoria de las especies fungicas (Gorin y Spencer, 1968). Menos representados y
con un ambito de distribucion mas restringido se encuentran la glucosamina, laxilosa, la
ramnosay € acido glucurénico, y en cantidades minimas y solo en determinados grupos
taxondmicos aparecen la arabinosa, la fucosa, la ribosa y la galactosamina
(Rosemberger, 1976; Bartnicki-Garcia et al., 1982; Peberdy, 1990). Tales polisacaridos,
para proteger la integridad celular, se presentan en forma microfibrilar, o en estado

amorfo cementantes de los fibrilares.

Los polisacaridos méas importantes descritos hasta ahora son la quitina, presente
en la mayoria de los hongos como en los critidiomicetos, zigomicetos, ascomicetos y
basidiomicetos, la celulosa, que esta restringida a los oomicetos, y 10s o- y/o B-glucanos,
distribuidos en todos ellos. Dicha quitina se encuentra covalentemente unida a un [3-
glucano constituyendo un complejo fibrilar insoluble en dcali, mientras que los lipidos y
las proteinas junto con otros homo- y/o hetero-polisacaridos constituyen
mayoritariamente el material cementante amorfo, excepto el 1,3-a-glucano igualmente
fibrilar, proporcionando resistencia a la pared celular asi como una organizacion

caracteristica.

Concretdndonos a las paredes celulares de los dos hongos motivo de esta tesis
doctoral, A. bisporusy V. fungicola, ambas envolturas celulares han sido previamente
estudiadas en cuanto a su composicién, estructura quimicay ultraestructura (Michaenko
et al., 1976; Garcia Mendoza et al., 1987a; Mol y Wessels, 1990; Caonje et al., 1996;
Calonje et al., 2000b) y difieren considerablemente entre si correspondiendo €l primero

28



Introduccion

a un hongo Basidiomiceto superior mas evolucionado, y € segundo a un hongo
imperfecto Hifomiceto. La arquitectura molecular de la pared celular de A. bisporus
consta esencialmente una malla microfibrilar de quitina unida covalentemente a un
1,3-1,6-B-glucano, a la que se asocian pequefias proporciones de glicanos y més
superficialmente otros componentes de naturaleza fibrilar como € mucilago y € 1,3-a-
glucano (Garcia Mendoza et al., 1987b), aunque diferencias cuali y cuantitativas se han
podido demostrar entre las paredes del micelio vegetativo y las del micelio agregado
(Caonje, 1998). Por su parte las paredes de V. fungicola presentan una malla
microfibrilar de quitina, semejante a la anterior, pero en este caso unida covalentemente
aun 1,3-1,4-B-glucano, a la que se superponen 1,4- y 1,3-1,4-o-glucogal actomananos
(Calonje, 1998).

Ademas de los polisacéridos, como componentes estructurales mayoritarios,
ciertas proteinas también juegan un importante papel estructural en las paredes celulares,
pero alavez, otras presentan funciones claramente plésticas, entre las que se encuentran
las enzimas degradativas y biosintéticas necesarias para |os procesos de crecimiento y
morfogénesis. Dentro de las proteinas no enziméticas de las paredes celulares fungicas
descritas hasta la fecha, las hidrofobinas son las proteinas que forman las capas
superficiales hidrofdbicas de todas las estructuras fungicas aéreas, por agregacion de las
correspondientes moléculas monoméricas secretadas como respuesta a las condiciones
medioambientales, interviniendo en e contacto de las hifas con las superficies
hidrofdbicas. Aunque las hidrofobinas parecen estar presentes en todos |os hongos, hasta
la fecha solo se han descrito en alrededor de veinte especies fungicas (Wessels, 1997), y
concretando, en relacion con el presente trabajo, se han aislado y purificado hidrofobinas
tanto en € micelio vegetativo como en el agregado de los carpéforos de A bisporus
(Lugones et al., 1996, 1998). Recientemente en nuestro laboratorio ha sido demostrada
también la presencia de hidrofobina en e medio de cultivo y en las hifas de V. fungicola
(Cadonje et al., 2002), constituyendo su estudio mas detallado uno de los objetivos del
presente trabgjo.

Otras proteinas asociadas con la superficie celular fingica son las lectinas. Estas
proteinas o glicoproteinas, de naturaleza no inmunolégica, se caracterizan por su

reconocimiento especifico a carbohidratos complejos sin aterar la estructura de los
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ligandos gllicosidicos reconocidos, aglutinando células y/o precipitando glicoconjugados
(Goldstein et al., 1980). Las lectinas fueron descubiertas inicialmente en plantas y
posteriormente en otros seres vivos como |os hongos, habiéndose descrito su presencia
en diferentes especies fitopatdgenas, como la ya citada R. solani sobre la que se asienta
el micoparasitismo de T. harzianum, asi como en los carpéforos de diferentes hongos

comestiblesy entre ellos A. bisporus (Presant y Kornfeld, 1972).

Todos los componentes polisacaridicos y proteicos de las paredes celulares
fungicas a los que acabamos de hacer referencia, son digeridos por sus correspondientes
enzimas degradativas especificas, tanto en los necesarios cambios morfogenéticos de la
pared a lo largo del ciclo bioldgico, como en los casos de parasitismo. En el
micoparasitismo de V. fungicola sobre los carpéforos de A. bisporus ha podido ser
demostrada la presencia de diferentes glucanasas, quitinasa y proteasas (Caonje et al.,
1997) secretadas por V. fungicola y necesarias para la digestion de las paredes celulares
del micelio agregado de A bisporus y producir la posterior necrosis de dichos cuerpos
fructiferos como etapafinal de dicho parasitismo. En lainteraccién de V. fungicola sobre
el micelio vegetativo de A. bisporus, aungque se secreten las enzimas liticas del
Verticillium en presencia de las paredes celulares de dicho micelio vegetativo (Calonje et
al., 2000a), sin embargo no tiene lugar la digestién de las mismas con la posterior
necrosis del micelio, probablemente debido a la falta de alguna de las etapas previas

imprescindibles parala consecucién del micoparasitismo.

EMPLEO RUTINARIO DE FUNGICIDAS EN EL CULTIVO INDUSTRIAL
DE CHAMPINON

La importancia de los dafios ocasionados por la verticiliosis 0 "mole seca” de los
cultivos comerciales de champifion ha hecho que, desde los primeros vestigios de su
aparicion, los cultivadores hayan intentado su control mediante el empleo de fungicidas,
a la vez que practicando diferentes condiciones de asepsia para su prevencién. Pero el
uso continuado de agentes quimicos fungicidas, durante los Ultimos veinticinco afios, ha
dado lugar ala aparicion de resistencias en el agente causal de lainfeccion, V. fungicola,

con lo que & problema se ha ido complicando paulatinamente.
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Los primeros fungicidas empleados para combatir la verticiliosis fueron los
ditiocarbamatos como €l zineb y e mancozeb, cuyo modo de accién era multipuntual y
con efectividad muy variable (Fekete y Kuhn, 1967), por 1o que se llegaron a emplear
dosis muy elevadas con el consiguiente problema de toxicidad para animalesy humanos.
La aparicién entonces de los fungicidas benzimidazoles como e benomilo y €
tiabendazol, con un modo de accién unipuntual, supuso, en un principio, un claro avance
en € control de esta infeccion, hasta que la formacion de resistencias en e Verticillium
(Wuest et al., 1974) hizo necesaria la blsqueda de un nuevo producto, utilizandose
entonces € clorotalonil (Gandy y Spencer, 1976), que tampoco llegd a ser totalmente
efectivo. La introduccion del procloraz en 1983 para combatir V. fungicola aporté no
solo un buen control de la verticiliosis sino también un aumento significativo de la
cosecha de champifiones sanos (Fletcher, 1981; Gandy y Spencer, 1981), de ahi que su
utilizacion se generalizara con |0s consiguientes perjuicios de futuras nuevas resistencias
y posible aumento de la dosis a utilizar, aunque en la actualidad siga siendo todavia €l
producto més efectivo para el control de V. fungicola (Fletcher, 1992).

El procloraz-Mn, carbamoil-imidazol (N-propil-N(2-(2,4,6-triclorofenoxi)etil)-
imidazol-1-carboxamida) en forma de complejo de manganeso, ha sido incluido, por su
modo de accion, dentro de los inhibidores de la biosintesis del ergosterol (Siegel, 1981;
Leroux, 1991), y més concretamente inhibiendo la desmetilacion del C-14 del lanosterol
para su paso a ergosterol (Barbera, 1994), aunque sin descartar otros posibles lugares de
actuacion (fungicidas multipuntuales). Este fungicida, bajo la denominacion de Sporgon,
ha sido autorizado en Espafia para su aplicacion en € cultivo de champifion, con una
dosis recomendada de 0,03-0,05 % en pulverizacién, diluyendo la cantidad recomendada
en un litro de agua por metro cuadrado y realizando 2-3 aplicaciones preventivas, la
primera de ellas a los 3-5 dias después de la cobertura, la segunda aplicacion después de
la primera florada y la tercera dosis después de la tercer florada, dejando un plazo de
seguridad de dos dias paralarecoleccion del champifion.

El hecho de que su utilizacién se haya hecho rutinaria como preventivo de la
verticiliosis y que, desde 1992, se haya observado una mayor incidencia de la
enfermedad que nos ocupa, ha llevado a diferentes investigadores a considerar la posible
aparicion de cepas de V. fungicola resistentes al procloraz (Geaet al., 1996).
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A la vista de todos estos antecedentes, € estudio mas completo del modo de
accion del fungicida procloraz sobre las paredes celulares del micoparasito V. fungicola
congtituye €l otro objetivo de la presente tesis doctoral, sin olvidar ademas que, en este
caso concreto, el hospedador de este patdégeno se trata también de otro hongo,
A bisporus, sobre €l cual e fungicida tiene que mostrar igualmente alguin efecto, por lo
cual el estudio de la actuacién del fungicida sobre el propio A. bisporus complementaria
el objetivo anterior relativo a mecanismo celular y molecular de la verticiliosis del

champifion.
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Objetivos

La presente tesis doctoral presenta dos macro-objetivos, que a su vez incluyen
otros objetivos menores, mas concretos y con importantes implicaciones econémicas,
por tratarse del estudio de una plaga de los cultivos industriales de un alimento para la

especie humana:

1.- Estudio de modo de accion del fungicida procloraz-Mn sobre las paredes

celulares de Verticillium fungicola 'y Agaricus bisporus

la.- Valoracion del efecto del fungicida sobre las paredes celulares del micopat6geno
V. fungicola en un intento de comprobar si € actual control de la verticiliosis del
champifién es dependiente de las transformaciones sufridas por las citadas paredes

celulares.

1b.- Estudio comparativo del efecto del procloraz-Mn sobre tres cepas de V. fungicola,
aisladas de los cultivos de champifion en diferentes tiempos, dos de las cuales han
sufrido un pretratamiento incontrolado del fungicida, tratando ademéas de estimar €l

efecto de dicho pretratamiento que implica el riesgo de creacién de posibles resistencias.

1c.- Consecuencias del uso rutinario del procloraz-Mn, como preventivo de la micosis,
sobre las paredes celulares de A. bisporus, estudio que complementa los dos objetivos

anteriores.

2.- Bases celulares y moleculares de la verticiliosis de los cultivos industriales de
champifién (Agaricus bisporus)

2a.- Estudio de los mecanismos celulares y moleculares del micoparasitismo de
V. fungicola sobre los carpéforos de A. bisporus cuyo conocimiento es el objetivo bésico
de esta tesis y posteriormente puede conducir a controlar la micosis eliminando la
utilizacién de pesticidas.

2b.- Desentranar |os pasos previos a desencadenamiento de lamicosis: a) € contacto
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Objetivos

superficial inespecifico entre V. fungicola y A. bisporus, y b) € reconocimiento y/o

unién entre ambos organismos a través de ligandos especificos.

3c.- Explicar e diferente comportamiento de los micelios vegetativo y agregado de

A. bisporus (carpoforos) frente al micoparasito V. fungicola.
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Materialesy Métodos

1. ESTUDIO DEL MODO DE ACCION DEL
FUNGICIDA PROCLORAZ-Mn SOBRE LAS
PAREDES CELULARES DE V. fungicola Y
A. bisporus.
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Materialesy Métodos

1.1.- MEDIOS DE CULTIVO

» Medio compost

Tabla 1.

Compost 50 g/l

Agar 20 g/l
» Medio Raper
(Raper et al., 1972)
Tabla 2.
Glucosa 209/l
Peptona 249/
Extracto de levadura 29/l
MgSO4 0,59/l
KH2PO, 0,46 g/l
K2HPO4 1 g/|
» Medio Minimo Sintético (MMS)
Tabla 3.
NaNOs 19/
MgSO,.7H,0 0,2¢d/
KoHPO, 0,9 g/I
KCI 0,249/
MnSQO4 2mg/l
Fe SO4.7HO 2mg/l
Zn SOy 2mg/l

el pH se ajusto a 6,3 con KOH
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1.2.- MICROORGANISMOS UTILIZADOS

Los carpoforos de A. bisporus (cepa comercial Fungisem Hays), fueron
suministrados por € Centro de Investigacion, Experimentacion y Servicios del
Champifién (CIES, Quintanar del Rey, Cuenca), y su correspondiente micelio vegetativo
se obtuvo, bien mediante e cultivo de pequefios fragmentos de tejido del micelio
agregado de los carpoforos (cultivos de tgjido o cultivos clénicos), o bien cultivando las
esporas aisladas de dichos carpéforos sobre € medio solido de compost durante 15-20
diasa 25 °C (Calonje et al., 2000a).

En e caso de V. fungicola se trabgjé con tres cepas dferentes aisladas en
distintos periodos de tiempo (Tabla 4). La cepa CBS 992.69 fue proporcionada por €l
Centraalbureau voor Schimmelcultures (Holanda), y las cepas CIES 210 y CIES 100
fueron aportadas por el CIES, aisladas de varias granjas de cultivo de champifion

situadas en la Comunidad de Castilla-LaMancha

Tabla 4. Afio de aislamiento de las tres cepas
deV. fungicola

CEPA ANO
CBS 1969
CIES 210 1992
CIES 100 2000

1.3.-DETERMINACION DE LA DOSIS LETALs DEL
FUNGICIDA PROCLORAZ-Mn EN AMBOS ORGANISMOS

El fungicida utilizado en este trabgjo fue el procloraz-Mn-complex a 46%, vy el
principal parametro que estima la actividad in vitro del fungicida es la Dosis Letal 50
(DLsp), que se define como la dosis o concentracién de producto fungicida que inhibe €l

desarrollo del hongo en un 50%.

La evaluacion de la DLsg fue realizada cultivando, independientemente, tanto €l

micelio de V. fungicola como de A. bisporus en frascos Roux con medio liquido Raper,
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a cual se adicionaron suspensiones acuosas del fungicida proclorazMn, a distintas

concentraciones.

Las diluciones del fungicida se prepararon disolviendo la cantidad apropiada en
agua destilada estéril, y a continuacion se afiadieron al medio autoclavado, agitando con
el fin de conseguir una suspension homogénea del producto. Después € medio de
cultivo se inoculé (estandarizando € inoculo con un disco de agar de 8 mm de didmetro
obtenido con & consiguiente sacabocados) con micelio de cada organismo crecido sobre

medio solido sin fungicida.

Después de diferentes tiempos de incubacion, los cultivos se filtraron con papel
de filtro Whatman 3MM, se pesaron los micelios obtenidos, calculando en cada caso la
DLs de proclorazMn.

Paralelamente a estos experimentos se prepararon series de placas con medio
Raper sembradas con ambos hongos en presencia de cantidades crecientes de procloraz
Mn, con objeto de poder observar € limite de inhibicion producida por dicho fungicida

sobre cada micdlio.

1.4.- CONDICIONES DE CULTIVO

El micdio vegetativo de A. bisporus se crecio en frascos Roux con 100 ml de
medio liquido Raper, de forma estatica a 25 °C durante 15-20 dias, en ausencia y

presencia de su correspondiente DL 5o de fungicida proclorazMn.

En cuanto a las diferentes cepas de V. fungicola se cultivaron paralelamente

también en medio Raper, adicionando sus respectivas DLsp de fungicida al medio de

cultivo, a 25 °C durante 5 dias, junto con su control en ausencia de fungicida.

Transcurrido € tiempo correspondiente, los micelios obtenidos se recogieron por

filtracion, se lavaron con H,O destilada 'y se liofilizaron.

El medio e compost se utiliza preferentemente para e mantenimiento de las

cepas de A. bisporusy evitar posibles degeneraciones de las mismeas.
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1.5.- OBTENCION DE LAS PAREDES CELULARES

1.5.1.- Rotura celular

Para obtener las respectivas paredes celulares, se procedio a la ruptura de los
correspondientes micelios liofilizados en un mortero con nitrégeno liquido. Se
resuspendieron los diferentes materiales en agua destilada y se recogieron las paredes
celulares por centrifugacion a 10.000 rpm durante 10 min, desechando el sobrenadante
en el que se encuentra el materia citoplasmético. A los carp6foros o micelio agregado
de A. bisporus, previamente se les habia desprovisto de las lamelas y las esporas. Una
vez liofilizados, se sometieron a mismo procedimiento de rotura seguido de

centrifugacion.

1.5.2.- Purificacidén de las paredes celulares

Las paredes celulares obtenidas, se purificaron mediante varios lavados con H,O
destilada y centrifugaciones sucesivas. La pureza de dichas paredes se evalué mediante
la observacion de las preparaciones en un microscopio de contraste de fase junto con la
valoracién de la ausencia de proteinas contaminantes en las Ultimas aguas de lavados
midiendo la absorbancia a 280 nm (Dawson et al., 1986). Una vez purificadas se

liofilizaron y se conservaron para su posterior analisis.

1.6.- ANALISIS QUIMICO DE LAS PAREDES CELULARESSIN Y
CON PRETRATAMIENTO DE FUNGICIDA

1.6.1.- Valoracién de azlUcares neutros totales

El método utilizado fue el de la antrona descrito por Chung y Nickerson (1954).
El reactivo es una solucion de antrona (compuesto organico con grupos fendlicos) al 0,2
% (p/v) en é&cido sulfarico concentrado. El é&cido caliente hidroliza los polimeros
sacaridicos dando mondémeros y produciendo ademas deshidratacion intramolecular de
los monosacaridos formados. Las pentosas dan lugar, en estas condiciones a furfural y

las hexosas a 5-hidroximetil-2-furfural. La antrona reacciona con dichos derivados
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formando complejos coloreados cuya intensidad es proporcional a la concentracion del

azucar.

Las muestras a analizar conteniendo de 20 a 100 pg de azlicares se enrasaron
hasta 1 ml con agua destilada. El reactivo se afadié en proporcion 2:1 a la muestra
previamente enfriada en hielo. La mezcla de reaccion se calentd en un bafio de agua en
ebullicién durante 10 min, tras lo cua se deg6é enfriar y se midi6 la absorbancia a
540 nm. Paralelamente se realizd una curva patrén utilizando glucosa (200 pg/ml) como
esténdar.

1.6.2.- Valoracion de proteinas

1.6.2.1.- Método de Lowry

Para valorar las proteinas totales tanto en las paredes completas como en las
diferentes fracciones aisladas de tales paredes celulares se empled e método de Lowry
et al. (1951). Este método se fundamenta en la reaccién de los aminoacidos aromaticos
tirosina y triptéfano con e reactivo de Folin-Ciocalteau de tipo heteropolifosfato. Como
las proteinas problema y las utilizadas como patrones tienen proporciones distintas de
estos aminoacidos arométicos, es obvio que los resultados obtenidos son solamente

relativos.

Las muestras a andlizar se sometieron a una digestion previa con 1 ml de NaOH
1 N durante 2 h en un bafio de agua a 100 °C. Seguidamente se centrifugaron y se
tomaron alicuotas que contenian entre 5-15 pug de proteinas. Las alicuotas se
completaron hasta 0,3 ml con NaOH 1 N y se les afadié 0,3 ml de HO destilada. A
continuacion se afadieron a cada tubo 3 ml de reactivo A (50 ml de N&COs a 2 %
mezclados con 0,5 ml de CuSO,4 a 1 %y con 0,5 ml de tartrato sodico-potésico a 2 %),
agitando y esperando durante 10 min a 20 °C. Pasado € tiempo, se afiadieron 0,3 ml de
reactivo B (reactivo de Folin-Ciocalteau a 50 % en H,O destilada), dejando las muestras
de nuevo durante 30 min y leyendo sus absorbancias a 750 nm. La curva de calibrado se

llevé a cabo con una solucion de seroalbumina bovina (BSA) en NaOH 1 N de 100

ug/ml.
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1.6.2.2.- Método de Bradford

La cuantificacion de las proteinas en las muestras para electroforesis se llevé a
cabo por e método colorimétrico de Bradford (1976), basado en la absorcion especifica
a 595 nm de las proteinas unidas a Azul de Coomassie G-250 en medio &cido,
empleando el reactivo comercial de Bio-Rad Protein Assay.

Se tomaron alicuotas que contenian entre 1-25 ug de proteinas 'y se completaron
hasta 0,8 ml con H,O destilada, afiadiendo posteriormente 0,2 ml del reactivo comercial.
Se agitaron para conseguir la formacién de complejos entre el Azul de Coomassie y las

proteinas presentes.

El color desarrollado es estable entre 5 min y 1 h después de la adicién del
reactivo, en cuyo intervalo se leyeron las densidades Opticas a una longitud de onda de
595 nm.

Las lecturas obtenidas se refirieron a la curva patron realizada simultaneamente
con la proteina seroalbumina bovina (1,25-25 wg/ml), intervalo para € que existe una

relacion lineal entre densidad Opticay concentracion de proteina.

1.6.3.- Valoracion de aminoazuUcares totales

Se empled e método de Chen y Johnson (1983) que se basa en la formacion de
un material cromogénico cuando los aminoazUcares se calientan en un bafio a 90 °C, en
presencia de acetilacetona en solucion alcalina. El cromégeno produce un croméforo al

tratarlo con una solucién acida de N-N-dimetil-p-aminobenzal dehido (PDAB).

La muestra a estudiar se hidrolizé previamente con 1 ml de HCl 6 N durante 4 h
a 100 °C. Pasado el tiempo se diluyé con 9 volumenes de HO destilada, filtrando
despuéscon filtros Millipore (0,45 um), y tomando muestras que contuvieran 5-15 ug de
aminoazlcares. Se afiadieron 0,25 ml del reactivo acetilacetona (acetilacetona a 4 % en
NaCOs3 1,25 N) a las dlicuotas, los tubos se cerraron con tapones esmerilados, y se
calentaron en un bafio de agua a 90 °C durante 1h. Unavez enfriados, se afiadieron 2 ml
de etanol y se agitaron, para adicionar posteriormente 0,25 ml del reactivo de Ehrlich
(1,6 g de PDAB disuelto en una mezcla de 30 ml de HCI concentrado y 30 ml de etanol)
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esperando 15-20 min a temperatura ambiente. La lectura se efectué a 530 nm, y la curva

patron se realizo con una solucion de glucosamina (100 pg/ml).

1.6.4.- Valoracion de lipidos totales

Para valorar € contenido de lipidos que se estructuran en las paredes celulares se
empled e método gravimétrico. La muestra (100 mg) se hidrolizé con 3ml de HCI 6 N a
temperatura ambiente durante 4 h y se realizaron sucesivas extracciones con 1 ml de
éter. Los lipidos asi obtenidos se llevaron a sequedad en € rotavapor pesandose a

continuacion.

1.6.5.- Calcinacioén para la obtencién de cenizas

La calcinacién de las muestras se efectud, empleando crisoles de porcelana, en un
horno WC Heraus Hanau Typ. KR 170, a una temperatura de 800 °C durante media

hora. La valoracién de las cenizas se realizO gravimétricamente.

1.7.- FRACCIONAMIENTO DE LAS PAREDES CELULARES

Las paredes liofilizadas de V. fungicola y A. bisporus, tanto las controles como
las obtenidas del tratamiento con € fungicida proclorazMn, se fraccionaron de forma
diferente: las primeras segun e procedimiento descrito por Calonje et al. (2000b), y las
segundas por el procedimiento de Calonje et al. (1996). Este distinto fraccionamiento es
debido a que la composicion de ambas paredes celulares es muy diferente, como se

podra comprobar alo largo de esta tesis.

1.7.1.- Fraccionamiento de las paredes celulares de V. fungicola

obtenidas en ausencia y presencia del procloraz-Mn

Se realizO una primera extraccion con HO destilada a 60 °C, seguida de una

segunda con KOH 1 N ala misma temperatura, obteniéndose diferentes fracciones segun

seresumeen laFig. 5.
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PAREDES CELULARES

R1
|

Extraccion
H20 60 °C, 40 h Extraccion
KOH 1N, 60 °C, 48 h

Didlisis frente a H,C R2
Etanol
2 vol.
F1 F21 F2S E3

Fig. 5. Representacion esquemética de la extraccion de las
fracciones de la pared celular de V. fungicola

1.7.1.1.- Extraccidn de los polisacaridos solubles en agua

Las paredes de V. fungicola se resuspendieron en H,O destilada (2,5 g en 350 ml)
y se incubaron en un bafio a 60 °C durante 40 h. Transcurrido este tiempo, se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min, concentrando & sobrenadante 10 veces con
la ayuda del rotavapor, y seguidamente liofilizandose, con lo que se obtuvo asi la

fraccion F1.

1.7.1.2.- Extraccion de los polisacaridos solubles en KOH

El sedimento de la extraccion anterior se sometid a un tratamiento con 350 ml de
KOH 1 N durante 48 h a60 °C, centrifugandose después y obteniéndose un residuo fina
insoluble y un sobrenadante soluble en KOH. El residuo se someti6 a sucesivos lavados
hasta alcanzar la neutralidad, 1o que dio lugar a la fraccién F3. El sobrenadante, se
dializé frente a HO durante toda la noche, tras o que, mediante centrifugacion, se
obtuvo una fraccion insoluble en HO que llamamos fraccion F2I, y una soluble, a la
cua se le afadieron 2 volumenes de etanol 96 °, degjandola durante una noche a4 °C.

Seguidamente se centrifugd para separar € precipitado con lo que se obtuvo la fraccion
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denominada F2S. Las tres fracciones se congelaron y se liofilizaron para su posterior

andlisis.

1.7.2.- Fraccionamiento de las paredes celulares de A. bisporus

obtenidas siny con procloraz-Mn

Para solubilizar las diferentes fracciones sacaridicas, se trataron las paredes
celulares de A. bisporus en primer lugar con agua destilada a 60 °C con € fin de extraer
la fraccion mucilaginosa, y posteriormente con KOH 1 N en diferentes condiciones de
temperatura y tiempo, con lo que se obtuvieron las demés fracciones sacaridicas y un
residuo final insoluble (Fig. 6).

PAREDES CELULARES

Extraccion R1
H,0 60°C 40 l
Extraccion S1 R2
I_ KOH 1N, 20°C, 30 min |
R3
Extracciéon S2 I
Ac. acéticc Etanol KOH 1N, 60°C, 30 min
pH5 2 vol.
Extracciéon S3 R4
KOH 1N, 60°C, 48
Acbiicse ticc Ac. Jcéticc
pH 5
Etanol Etanol
2 vol. 2 vol.
FI Fll Flll FIvV FV FVI

Fig. 6. Representacion esquemética de la extraccion de las fracciones de la pared
celular de A. bisporus
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1.7.2.1.- Extraccion de los polisacaridos solubles en agua

Las paredes celulares fueron resuspendidas en H,Od (25 g en 350 ml)
sometiéndolas a la accién de un homogeneizador Potter con € fin de conseguir una
suspension perfecta, y se incubaron en un bafio de agua a 60 °C durante 40 h. Pasado
este tiempo, se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min. El sedimento se lavé con 100
ml de H,O degtilada y se volvio a centrifugar. Los sobrenadantes se mezclaron
obteniéndose la fraccion FI o mucilago, la cua se concentré 10 veces en €l rotavapor y

se liofilizo.
1.7.2.2.- Extraccion de los polisacaridos solubles en KOH

El sedimento obtenido en el tratamiento anterior se resuspendié en 350 ml de
KOH 1 N, se sometio de nuevo a la accion del homogeneizador Potter y se incubo a
20 °C durante 30 min en agitacion. Pasado este tiempo se centrifugd (12.000 rpm, 10
min) y se reservo e sobrenadante. El sedimento lavado con 100 ml de KOH 1 N, se

volviod a centrifugar. Los sobrenadantes combinados dieron lugar al extracto S1.

El sedimento resultante se sometio a una segunda extraccion con KOH 1 N a
60 °C durante 30 min, centrifugdndose en las condiciones anteriormente descritas y
recogiendo el sobrenadante. El sedimento resultante se lavd con 100 ml de KOH 1IN y
también se centrifugd. Se mezclaron ambos sobrenadantes constituyéndose el extracto
S2.

Por Ultimo, serealizd una tercera extraccion con KOH 1 N a60 °C durante 48 h,

obteniéndose € extracto S3 y un residuo final resistente a dicho tratamiento.

Los extractos S1, S2 y S3 se concentraron a 1/3 del volumen inicial y se
gjustaron separadamente a pH 5,0 con acido acético glacial dejando que precipitasen
durante una noche a 4 °C. El precipitado asi obtenido (fraccion Fll procedente de S1,
puesto que a neutrdlizar S2 y S3 no se obtuvo precipitado), se recogié por
centrifugacion (10.000 rpm, 10 min), se diaizo frente a H,O y se liofiliz6. A los
sobrenadantes se les afiadieron 2 volimenes de etanol de 96 °, dgjandolos igualmente

una noche a4 °C con objeto de precipitar |os polisacaridos que no lo hicieron apH 5,0.
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L os precipitados obtenidos por efecto del etanol (fracciones FlII, FIV y FV) se

recogieron por centrifugacion y se liofilizaron.

El residuo fina insoluble (fraccion FV1) se lavd con H,O destilada hasta dejarlo
apH neutro y se liofilizd reservdndose para su posterior andisis.

1.8.- PURIFICACION DE LAS FRACCIONES POLISACARIDICAS
POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Se utilizé6 € gel Sepharose CL-6B que retiene los polisacéridos con pesos
moleculares inferiores a 10° kDa, para comprobar s las fracciones polisacaridicas
obtenidas de V. fungicola y A. bisporus estaban constituidas por un solo polisacérido o si
eran una mezcla de varios, para en tal caso, separar dichos componentes. La columna
empleada fue de 1,5 x 90 cm, y se equilibré utilizando NaOH 0,3 M. La muestra se
aplicd a la columna depositandola cuidadosamente en la superficie del lecho y a

continuacién se eluyé con NaOH 0,3 M.

El calibrado de la columna se realiz6 cargando previamente una mezcla de azul
dextrano (2.10° kDa) asf como diferentes dextranos patrones (500, 110 y 40 kDa).

Las muestras se resuspendieron en NaOH 0,3 M y se centrifugaron a 10.000 rpm
durante 15 min para eliminar e material insoluble, utilizandose d sobrenadante para
cargar la columna. Las muestras bien disueltas fueron cargadas separadamente en la

columna, y recogiéndose fracciones en un colector.

A continuacion se determind € contenido en carbohidratos por € método del
fenol-sulfarico (Dubois et al., 1956), para lo cual se tomaron 50 pl de muestray se
anadieron 250 pul de fenol a 5% en H,Od y 1,25 ml de H2SO4, midiendo € valor de la

absorbancia a 485 nm.

Las fracciones comprendidas en un pico bien delimitado se reunieron, dializaron

y liofilizaron para su posterior andlisis.
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1.9.- ANALISIS QUIMICO DE LAS FRACCIONES POLISACARIDICAS
DE V. fungicola Y A. bisporus

Se realizaron |os procesos que se detallan a continuacion:

1.- Hidrolisis acidas

Muestras de fracciones polisacaridicas (5 mg) se hidrolizaron con 1 ml de &cido
en distintas condiciones:

- Hidrdlisis con H,SO4 4 N durante 5 h a 100 °C

- Hidrdlisis con TFA (&cido trifluoroacético) 5 M durante 1 ha 120 °C

- Hidrdlisiscon TFA 5 M durante 16 ha 100 °C

2.- Derivatizacion de los azUcares neutros en acetatos de alditol

Después de hidrolizar, se afiadié a cada muestra 1 mg de inositol a modo de
patron interno y se procedio a la eliminacion del &cido, neutralizando con exceso de

BaCOs3 en el caso del H,SO4, 0 por evaporacion en rotavapor en e caso del TFA.

Los productos de la hidrélisis de los polisacaridos son sustancias no volétiles, por
ello fue necesario derivatizarlos para su posterior identificacion por cromatografia gas
liquido (CGL). El proceso de derivatizacion se realizo segun el procedimiento descrito
por Laine et al. (1972). Después de eliminar el BaCOs insoluble por centrifugacion, la
muestra se desecO en una estufa de aireacion resuspendiéndola en 1 ml de H,Od. Se
afadieron entre 1-10 mg de NaBD,, dejando reducir durante la noche los monosacaridos
formados. Posteriormente, el exceso de borohidruro se eliming, acidificando con HCI
concentrado, desecando en rotavapor y lavando 3 veces con 2 ml de metanol. Se
gligieron los acetatos de alditol por producir un Unico derivado volail de cada
monosacérido, dando lugar a cromatogramas mas simples. Para ello se adicionaron
500 pl de (CH3CO),O y 500 pl de piridina, calentando las muestras 1h a 100 °Cy
desecéndolas después en € rotavapor. Los acetatos de aditol fueron identificados

mediante CGL de acuerdo con el método utilizado por GOmezMirandaet al. (1981).
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3.- Cromatografia gas-liquido (CGL)

Se empled un equipo de la casa Perkin Elmer, modelo Autosystem, con detector de
ionizacion de llama, utilizandose una columna de silice fundida SBP-1 (30 m x 0,25 mm;
0,25 um de espesor de la pelicula). El gas portador fue Helio a una presion de 30 psi.
Inyector y detector se programaron a una temperatura de 250 °C. Los distintos
componentes de la muestra se separaron mediante un programa de temperaturas que
comienza isotérmicamente a 180 °C manteniéndose durante 4 min para luego subir a razén
de 15 °C min hasta los 240 °C, temperatura que se mantiene durante 8 min. El tiempo total
del andlisis fue de 16 min. El pico de cada azlicar en & cromatograma se identifico
comparando su tiempo de retencién con los de los patrones analizados en idénticas
condiciones. La cuantificacion se realizo atendiendo a érea de los picos y a los factores de

respuesta de |os azUicares.

1.10.- ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS DISTINTAS
FRACCIONES POLISACARIDICAS DE V. fungicola Y A. bisporus

1.10.1.- Analisis de metilacién

Este tipo de andlisis se efectud para conocer los tipos de unién glicosidica que

presentan |os polisacaridos de las distintas fracciones sacaridicas.

» Obtencion de acetatos de alditol parcialmente metilados
(PMAASs)

La metilacion efectiva del polisacarido depende del grado de ionizacion de los
hidroxilos libres, por tanto, es fundamental efectuar la reaccion en un medio basico con
el fin de conseguir que dichos grupos hidroxilo se transformen en acoxilos. Se utilizé e
método de Ciucanu y Kerek (1984) modificado por Needs 'y Selvendran (1993).

El polisacérido (1-5 mg) se disolvié completamente en 1 ml de dimetilsulfoxido
(DMSO) en un bafio ultrasonico. Cuando la solubilizacion de la muestra fue completa,
se utilizo6 NaOH (50-100 mg) para ionizar los grupos hidroxilos libres, sonicando

durante 25 min. A continuacion, se enfrié e tubo y se afadieron 0,75 ml de CHsl,
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sometiendo la muestra de nuevo a sonicaciéon durante 2 horas. Los productos de la
reaccion se dializaronfrente a H,O durante 48 h, seguidamente frente a etanol-agua (1:1)

durante 24 h, y finalmente se evaporaron a sequedad.

El polisac&rido metilado se hidrolizé a 100 °C con TFA 5 M durante 1h 0 16 h
segun € caso. La preparacion de los acetatos de aditol de los monosacéaridos
parcialmente metilados se Ilevd a cabo seglin e método de Laine et al. (1972), con la
diferencia de que la reduccién de los productos se reaizd con NaBDy, con € fin de
introducir un &omo de deuterio en e carbono 1 de cada monémero. Este hecho permite
analizar con mayor facilidad los iones presentes en el espectro de masas, ya que todos
los fragmentos idnicos que contengan dicho carbono presentarén una unidad de masa

mas que los que no lo contengan.

» Analisis de espectrometria de masas

Los acetatos de aditol parciamente metilados se analizaron mediante
cromatografia gas liquido-espectrometria de masas (CGL-EM), en un cromatografo de
gases con una columna capilar de silice modelo en Autosystem de Perkin-Elmer, con
una columna capilar de silice fundida SPB-1 (30 m x 0,22 mm; espesor de la pelicula
0,25 um), y con Helio como gas portador. Se utilizé un programa de temperaturas que
comenzaba con 160 °C durante 1 min para luego subir, a razén de 2 °C/min, hasta 200
°C y los compuestos eluidos se detectaron con un detector de masas Q-Mass de Perkin

Elmer. Laionizacion se llevo a cabo por impacto electronico.

La fragmentacion que experimentan los PMAAS mediante impacto electronico ha
sido estudiada con gran detalle por Jansson et al. (1976). A partir de los fragmentos
primarios y secundarios obtenidos en €l espectro de masas se deduce e tipo de
sustitucion de los mondmeros en la mayoria de los casos, excepto en € caso de las
furanosas sugtituidas en O-5 y las piranosas sutituidas en O-4 (Latgé et al., 1994;
Mischnick y De Ruiter, 1994).

La cuantificacion se realizo atendiendo al area de los picos en los cromatégramas
obtenidos por CGL-EM.
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1.10.2.- Espectrofotometria de infrarrojo

Laconfiguracion o o B de los mondmeros que forman un polisac&rido, asi como
la presencia de grupos de tipo N-acetilo, carboxilo o sulfato pueden ser reconocidas a
partir de las bandas de absorcion caracteristicas de su espectro infrarrojo (Barker et al.,
1956).

Entre 1 a 3 mg de muestra se pulverizaron, mezclandose seguidamente con 300
mg de KBr para formar una pastilla en una prensa Perkin Elmer. El espectro se analizd

en un espectrofotometro modelo Broker IFS 28 Equinox.

1.11.- ANALISIS ELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS
EXTRAIDAS DE LAS PAREDES CELULARES DE V. fungicola Y

A. bisporus

Para analizar |as proteinas presentes tanto en las paredes celulares de V. fungicola
como de A. bisporus obtenidas siny con tratamiento previo con proclorazMn, se utilizo
latécnicade electroforesis en condiciones disociantes, segun el sistema original descrito
por Laemmli (1970).

Para extraer |as proteinas de las paredes celulares de V. fungicola se sometieron a
la accion del TFA a 100% (2 mi/100 mg micelio seco) durante 30 min a temperatura
ambiente. Seguidamente se centrifugd a 10.000 g durante 15 min, y € TFA fue

eliminado del sobrenadante por evaporacion en el rotavapor.

Para analizar las proteinas de las paredes celulares de A. bisporus se realizaron
dos extracciones con tampén PBS pH 6,8 conteniendo 0,2 M de NaCl durante 24 h a
4 °C. Pasado este tiempo, la mezcla se centrifugd a 10.000 rpm durante 30 min, y los
sobrenadantes obtenidos se precipitaron en acido tricloroacético (TCA) a 10 %, se

lavaron en etanal frio, y se secaronen una Speedvac.

A continuacion, los extractos proteicos se resuspendieron en una mezcla de
tampon TrissHCl 60 mM pH 6.8, 30% de Glicerol, 2 % de SDS, 10 mM de [3-mercapto-
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etanol y 0,01% de Azul de Bromofenol, calentandolo durante 5 min en un bafio de agua

a100 °Cy centrifugando para eliminar € material insoluble.

La separacién de las proteinas se realizé a pH 8,9 de acuerdo con el método de
Davis (1964). Se utilizaron geles de 1 mm de espesor, con un gradiente de concentracion
de poliacrilamida entre el 7y e 14 % para el gel de resolucion y del 5% para el gel de
empaguetamiento. Las electroforesis se realizaron en una cubeta vertical refrigerada a
corriente constante de 50 mMmA para la entrada de la muestra en € ge de

empaguetamiento, manteniendo después un voltaje constante de 120 V.

Una vez terminada la electroforesis se procedio a la fijacion de las proteinas
introduciendo el gel en una solucién de etanol, acido acético, agua destilada (20:10:70)

donde se mantuvo a menos 10 min en agitacion.

Pasado dicho tiempo, se llevd a cabo latincidn de las proteinas con una solucion
compuesta por Azul Brillante de Coomassie R250 al 0,3 % en metanol, acido acético,
agua destilada (50:10:40) durante 40 min seguin se describe en Swank y Munkres (1971).
Después se decolord e gel con una solucion de metanol, acido acético, agua destilada
(25:10:65).

El gel se equilibré con agua Milli Q y unas gotas de glicerol para proceder a su
secado, para lo que se coloco sobre un fragmento de papel de filtro Whatman 3 MM, se
cubrié con una ldmina de celofén y se introdujo en un secador de geles aplicando calor y

vacio paraeliminar e agua.

A continuacién, se utilizé e densitometro de Bio-Rad (programa “Image Quant”)
para obtener imégenes digitalizadas de dichos geles de poliacrilamida, por lo que,

mediante &l escaneo del gel se adquirieron unas imagenes de gran exactitud.

Las proteinas empleadas como marcadores de masa molecular fueron:
Fosforilasa b (97,4 kDa); Seroalbumina bovina (66,2 kDa); Ovoabumina (45,0 kDa);
Anhidrasa carbonica (31,0 kDa); Inhibidor de tripsina (21,5 kDa); Lisozima (14,4 kDa);
Aprotinina (6,5 kDa).
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1.12.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION:
TECNICA DE SOMBREADO

Las paredes celulares de las diferentes cepas de V. fungicola sin tratar y tratadas
con proclorazMn se suspendieron en agua destilada, y mediante tratamiento con €l
desintegrador de Potter se obtuvieron unas suspensiones muy homogéness.
A continuacion se colocaron las muestras, en forma de peguefias gotas, sobre rejillas de

Cu previamente cubiertas con una pelicula de Formvar y vaporizadas con carbon.

Una vez evaporada e agua de las muestras, las rgjillas se introdujeron en €
vaporizador en € que, sobre un filamento de wolframio en forma de angulo agudo, se
coloco € filamento de la aeacion Au-Pd a vaporizar. En condiciones de ato vacio se
hizo pasar una corriente eléctrica, con lo cual se desprendieron del filamento
incandescente particulas finisimas de la aleacién que cayeron a modo de lluvia sobre la
rgjilla con la muestra a un determinado angulo (15°), consiguiendo un sombreado
perfecto. Seguidamente se examinaron en un microscopio electrénico de transmision
Philips EM 300.

1.13.- EFECTO DE DIFERENTES CEPAS DE V. fungicola SIN O
CON PRETRATAMIENTO DEL PROCLORAZ-Mn SOBRE
CULTIVOS COMERCIALES DE A. bisporus

Este estudio fue realizado en colaboracion con e CIES, en sus instalaciones de
cultivos comerciales y en condiciones de maxima asepsia. Las cepas de V. fungicola
(CBS, CIES 210 y CIES 100), tanto las controles como las crecidas en presencia de su
correspondiente DLsp de proclorazMn, fueron utilizadas para inocular cubetas de
compost sembradas previamente con A. bisporus (cuatro cubetas para cada muestra). La
inoculacion se llevo a cabo siguiendo la técnica descrita por Mamoun et al. (1995) que
consiste en pulverizar los cultivos de champifion en e momento que acanzan la
superficie de la capa de cobertura, (aproximadamente seis dias después de afiadir la
citada capa) con suspensiones de esporas de Verticillium en agua a una concentracion de

10° esporas por metro cuadrado de superficie de cultivo. Paralelamente se prepararon
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una serie de testigos, a los que Unicamente se ks pulverizd con agua, y en ningln
momento |os cultivos fueron sometidos, como suele ser habitual, a tratamiento rutinario

con proclorazMn.

La evaluacion de los resultados se redlizO por contgje del nimero de
champifiones sanos obtenidos en las diferentes cubetas y floradas, recontando

paraelamente e nimero de gjemplares enfermos.
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2. BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA
VERTICILIOSIS DE LOS CULTIVOS INDUSTRIALES
DE CHAMPINON (A. bisporus).
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2.1.- ESTUDIO DE LA INTERACCION V. fungicola-A. bisporus
MEDIANTE TECNICAS DE MICROSCOPIA

Se infectaron experimentalmente carpéforos de A. hisporus mediante una
suspension de esporas de V. fungicola, la cual, fue obtenida mediante el lavado, con
H,Od estéril, de cultivos en placa del patégeno en medio Raper. Dichos carpéforos se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 4 dias. Transcurrido este tiempo se
tomaron muestras del sombrerillo, y se realizaron diferentes estudios que detallamos a

continuacion. Como control se utilizaron muestras de carpéforos sanos.

2.1.1.- Microscopia 6ptica

Para la observacion mediante microscopia Optica se prepararon suspensiones en
agua del organismo objeto de estudio. Las muestras se observaron y fotografiaron en un

microscopio de contraste de fase.

2.1.2.- Microscopia electronica de transmision

Para e estudio mediante microscopia electronica de transmision se procedio en

primer lugar a la fijacion, deshidratacion, inclusion y polimerizacién de las muestras.

Las muestras fueron tratadas con glutaraldehido a 2 % en tampon fosfato 0,1 M
pH 7,2 durante 4 h a temperatura ambiente. A continuacion, se realizaron 3 lavados de
15 min con & mismo tampdn. La post-fijacion se llevé a cabo con OsO4 d 2 % en
tampon fosfato 0,1 M pH 7,2 durante 1 h atemperatura ambiente. Tras realizar 4 lavados
de 15 min en e mismo tampdn, se procedid a la deshidratacion de las muestras mediante
tratamiento con concentraciones crecientes de acetona (30 % durante 15 min, 50 %
durante 15 min, 70 % durante 15 min, 70 % mas acetato de uranilo a saturacién durante
12 h, seguido de acetona a 90 % durante 15 min y 100 %, 30 min). Posteriormente, las
muestras se sumergieron en Oxido de propileno durante 1 h, seguido de éxido de

propileno més Vestopa 310 W en distintas concentraciones (3:1 durante 1 h, 1:1 durante
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1 h, 1:3 durante 12 h) dgjando a fina las muestras en la estufa a 30 °C, 1 h, para

eliminar & éxido de propileno.

Lainclusion serealizé con Vestopal W en capsulas de gelating, colocando 1 gota
de Vestopa en e fondo, y después con la ayuda de una aguja histolégica se situd la
muestra en el centro de la capsula, para seguidamente rellenarla de resina. La
polimerizacion se llevé a cabo en una estufa a 30-40 °C durante 12 h y luego a 70 °C
durante 12 h.

El tallado del blogue conteniendo la muestra se reaizd en una fresadora. Los
cortes semifinos de 0,5 a 1 um de espesor fueron obtenidos mediante un ultramicrotomo
con una cuchilla de vidrio. Posteriormente se procedi6 a la tincion de los cortes con una
solucion de azul de toluidinaa 0,1 %. Dichos cortes se observaron en un microscopio de
contraste de fase y se seleccionaron las zonas donde se encontraban los puntos de
interés.

Por lo tanto, una vez redlizado € estudio de la muestra en & microscopio 6ptico
se procedié a obtener los correspondientes cortes ultrafinos de 300-500 A de espesor en
un ultramicrotomo con cuchilla de diamante. Los cortes obtenidos se depositaron sobre
rejillas de cobre de 200 mesh recubiertas con una pelicula de Formvar a 2 % en

dicloroetano y se tifieron con citrato de plomo (Reynolds, 1963).

Las rgillas con las muestras teflidas se observaron y se fotografiaron en un

microscopio electrénico de transmision Philips EM 300.

2.1.3.- Microscopiaelectrénica de barrido

Las muestras se fijaron en una solucion de glutaraldehido a 2% en tampon
fosfato 0,1 M pH 7,0 durante 12 h. La postfijacién se hizo con OsO4 al 2% en tampon
fosfato durante 1h. La deshidratacion de las muestras se llevo a cabo con cambios, cada
15 min, de acetona a 30%, 50 %, 70 %, y 90 %, y un Ultimo cambio con acetona a 100
% durante 8 h. A continuacion, las muestras fueron secadas en € punto critico con CO,
y cubiertas por una capa de oro de 20 nm. Las muestras se examinaron en un

microscopio electrénico de barrido Philips XL 20.
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2.2.-ENSAYOS DE AGLUTINACION

Se llevaron a cabo ensayos de aglutinaciéon de esporas germinadas de
V. fungicola con la fraccion proteica (Fp) extraida de las paredes celulares del micelio
agregado de A. bisporus. Para ello < redlizaron dos extracciones con tampon PBS pH
6,8 conteniendo 0,2 M de NaCl, a 4°C con agitacion magnética, la primera durante 24 h
y la segunda durante 1h. Una vez centrifugada la mezcla, durante 20 min a 10.000 rpm,

los sobrenadantes se dializaron frente a H,Od durante 24 h y se liofilizaron.

La fraccion Fp se resuspendié en tampon PBS pH 6,8 a una concentracion de 1
mg/ml. Laincubacion de 50 ul de Fp con 50 pl de la suspension de esporas germinadas,
se mantuvo a temperatura ambiente en un agitador de balanceo durante 1 h. Transcurrido

este tiempo, la muestra se examinG en un microscopio de contraste de fase.

2.3.-INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

La técnica de inmunofluorescencia indirecta se reaizo para determinar s, €
glucogalactomanano extraido de las paredes celulares de V. fungicola, estaba implicado
en e proceso de unién y/o reconocimiento a A. bisporus. Para ello, se emplearon
anticuerpos policlonales frente a un polisacarido aislado de las paredes celulares de
Paecilomyces fumosoroseus que presenta una estructura similar al polisacérido de
V. fungicola, preparados por Domenechet al. (1996). El titulo del antisuero se determino
mediante el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), y correspondié a
1/8000.

En primer lugar, se llevd a cabo un ensayo con el antisuero de P. fumosoroseus
frente a micelio de V. fungicola. Una gota de una suspension de esporas de V. fungicola
se depositod sobre una serie de cubreobjetos (10 x 10 mm), y se incubaron seguidamente
a 25 °C hasta que las esporas germinasen. Las preparaciones una vez secas, fueron
fijadas en una estufa de aireacion a 60 °C durante 72 h. El micelio fijado se lavo tres
veces con tampdn PBS durante 5 min cada vez y con agitacion intensa. Después para
evitar uniones inespecificas, se reaizd una incubacién con PBS-BSA a 3 % durante

30 min a 37 °C en una cdmara hiumeda. Tras redlizar dos lavados, se incubd 1 h con
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20 ul del anticuerpo obtenido frente al polisacarido correspondiente, diluido 1/100 en
PBS-BSA a 3 %. Las preparaciones se lavaron dos veces con PBS y se incubaron
durante 45 min en oscuridad con 20 ul de un anticuerpo de cabra rodaminado anti-1gG
de congjo diluido 1/50 en PBS-BSA a 3 %. Por ultimo, el micelio se lavo tres veces con
PBS en la oscuridad. Las preparaciones montadas sobre un portaobjetos se sellaron con

esmalte. El correspondiente control se realiz6 con suero preinmune.

En segundo lugar, tanto & micelio agregado como & micelio vegetativo de
A. bisporus se disgregaron en H,Od con laayuda de un homogeneizador Potter. Después
de redlizar varios lavados para eliminar €l contenido citoplasmatico, que pudiera haberse
liberado a romper alguna hifa, se tomaron gotas de la suspensién de las hifas, tanto del
micelio agregado como del vegetativo, colocandolas en cubreobjetos (10 x 10 mm). Las
preparaciones después de secas, se fijaron en una estufa de aireacion a 60 °C durante 72
h. Transcurrido este tiempo, las muestras se incubaron durante 1 h con 20 pl de una
solucion de la fraccion polisacaridica del glucogal actomanano purificado de las paredes
celulares de V. fungicola en tampdén PBS (1 mg/ml). Después de la incubacion y de
realizar dos lavados con PBS, las preparaciones se volvieron a desecar en la estufa de
aireacion a 60 °C durante una noche. Seguidamente se llevé a cabo € ensayo de
inmunofluorescencia en las mismas condiciones que hemos descrito para el ensayo con
el micelio de V. fungicola. Como control negativo se utilizaron preparaciones que no
habian sido tratadas con la fraccién polisacaridica en PBS.

Las fotografias se realizaron con pelicula Kodak TriX en un microscopio Zeiss
Axioplan equipado para epifluorescencia. Se utiliz6 un objetivo de inmersion Plan

Apochromat de 63 aumentos con los filtros apropiados para la rodamina.

24.- PURIFICACION DE LA PROTEINA DE V. fungicola
IMPLICADA EN EL CONTACTO CON A. bisporus

La proteina implicada en el mecanismo de contacto del patdégeno V. fungicola fue
purificada tanto a partir del medio de cultivo como del micelio vegetativo de dicho

microorganismo. La purificacion de la proteina secretada por V. fungicola a medio se
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Ilevd a cabo segiin Calonje et al. (2002), y la del micelio fue solubilizada siguiendo €l
procedimiento descrito por Askolin et al. (2001). Las correspondientes proteinas del
hospedador A. bisporus fueron purificadas y caracterizadas previamente tanto en micelio

vegetativo como agregado por Lugones et al. (1996,1998).

2.4.1.- Purificacion de la proteina del medio de cultivo

V. fungicola se cultivo estéticamente en medio minimo sintético durante 7 dias a
25 °C. Pasado el tiempo de incubacion, los cultivos se filtraron con filtros Millipore de
tamafio de poro de 0,8 um. La concentracion de las muestras se llevd a cabo
precipitando las proteinas con sulfato amonico al 80% de saturacion. Para ello se afiadio
lentamente y en frio la cantidad de (NH4)>,SO, necesaria para conseguir € grado de
saturacion deseado (Englard y Seifter, 1990). Una vez disuelta la sal, la solucion se dejo
toda la noche a 4°C, y transcurrido dicho tiempo se centrifugd a 10.000 g durante 30
min, obteniéndose un precipitado que se resuspendid en tampon acetato sodico 50 mM

pH 5,0 conteniendo 0,1 M NaCl y que se diaizé frente d mismo tampén.

La purificacion se llevé a cabo mediante sucesivas técnicas cromatogréficas que

se describen a continuaci on.
2.4.1.1.- Cromatografia de exclusion molecular

Primeramente se realizo una columna de filtracion molecular, en este caso, con
gel Sephadex G100 que se empaqueté en una columna (90 x 1,5 cm) y se equilibro
utilizando e tampon acetato sodico 50 mM pH 5,0 con 0,1 M NaCl. La muestra se
aplicd cuidadosamente en la superficie del lecho y se eluyd con dicho tampdn. La
determinacion de la concentracion de proteinas de cada fraccion se realizdé mediante la
medida de la absorbancia a 280 nm, que se basa en la capacidad que tienen los
aminoécidos aromaéticos, presentes en las proteinas en solucién, de absorber luz

ultravioleta con dichalongitud de onda.

Las fracciones donde se eluy0 la proteina de interés, que se detecta, a su vez, por
la formacién de un precipitado lechoso después de la agitacion de cada tubo, se
combinaron y se concentraron por didisis inversa (30% polietilenglicol 20.000), y

seguidamente se dializaron frente a tampdn fosfato sédico 10 mM pH 6,7.
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2.4.1.2.- Cromatografia de adsorcion sobre hidroxiapatito

Posteriormente, se llevd a cabo dicha cromatografia de adsorcién. El
hidroxiapatito es una forma cristalina de fosfato célcico que, convenientemente
pulverizada, puede emplearse como fase estacionaria. La adsorcion se basa en la

interaccion entre los iones Ca'™ del hidroxiapatito y |as cargas negativas de |as proteinas.

El hidroxiapatito se empaquetd en una columna de 0,9 x 15 cm'y se equilibrd con
tampon fosfato sddico 10 mM pH 6,7. La muestra se eluyd con e mismo tampon ya que
los iones fosfato compiten con los ligandos carboxilicos para unirse a Ca™
produciéndose asi la elucion deseada. Se midio la absorbancia a 280 nm, y aquellas
fracciones con la proteina objeto de estudio se recogieron, se concentraron y fueron

dializadas frente a tampén acetato sodico 50 mM pH 5,0.

La membrana de didisis que se utiliz6 a lo largo de este experimento fue de
3500 Da.

2.4.2.- Purificacion de la proteina del micelio de V. fungicola

El micelio fresco de V. fungicola fue extraido con tampon Tris-HCI 100 mM pH
9,0 conteniendo 1% de SDS, a temperatura ambiente durante 1h. Pasado dicho tiempo,
el micelio se centrifugd a 8.000 rpm durante 25 min. El SDS fue eliminado del
sobrenadante por precipitacion con 2M KCIl. Los extractos proteicos obtenidos se
dializaron frente a BOd, utilizandose también en este caso membrana de didlisis de
3500 Da. La concentraciéon del (NH4)2.SO4 y € pH de la muestra se gustarona 0,6 M y
pH 7,5 respectivamente. A continuacion, se llevé a cabo la purificacion mediante la

técnica de cromatografia de interaccion hidrofdbica.

2.4.2.1.- Cromatografia hidrofébica

Lainteraccion hidrofdbica se emplea cuando la adsorcion de los solutos se debe a
interacciones hidrofébicas, 0 mejor, a la asociacion entre compuestos hidrofébicos,

promovida por un entorno acuoso, para disminuir los contactos agua-soluto apolar.
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Esta cromatografia de interacciéon se llevé a cabo en una columna de Phenyl
Sepharose 6 FF (0,9 x 30 cm), y se equilibré con tampédn TrissHCI 100 mM pH 7,5 con
2 M (NH4)2S04. Se eluy6 una fracciéncon H,Od y otra a aplicar un gradiente de 20
mM a 100 mM en e mencionado tampdn. Una vez leida la absorbancia a 280 nm, kh

muestra de interés se congel6 y se liofilizd para su posterior estudio.

25.- PURIFICACION DE LA PROTEINA DE A. bisporus
IMPLICADA EN EL MECANISMO DE RECONOCIMIENTO

La proteina implicada en € proceso de reconocimiento entre los dos organismos
fue purificada de los carp6foros o micelio agregado de A. bisporus siguiendo el
procedimiento descrito por Wang et al. (2002), ligeramente modificado.

Aproximadamente 1000 g de cuerpos fructiferos frescos de A. bisporus se
homogeneizaron con el Polytron en tampédn PBS pH 6,8 conteniendo 0,15 M NaCl. La
mezcla se mantuvo en constante agitacion durante toda la noche, y se centrifugé a
10.000 rpm durante 30 min. Después se llevd a cabo la precipitacion de las proteinas con
(NH,)2 SOq4 entre el 30-100% de saturacion. La solucién se dejo toda la noche a 4°C, y
transcurrido este tiempo se centrifugd a 7.000 rpm durante 15 min, obteniéndose un
precipitado que se resuspendio y se diaizo extensamente frente a tampon Tris-HCI 10
mM, pH 7,4. Posteriormente se llevé a cabo la purificacion mediante una combinacion

de cromatografia de intercambio iGnico y cromatografia de exclusién molecular.

2.5.1.- Cromatografia de intercambio i6nico

Esta cromatografia es un método de separacion de sustancias basado en las
diferencias de carga eléctricay de la K, de los grupos ionizables de las mismas. Para este

estudio se han utilizado los dos tipos de intercambiadores i 6nicos.

La muestra dializada se aplicé a una columna de intercambio anionico (High Q
Support) (1,5x30 cm), que se equilibré con tampodn TrissHCI 10 mM pH 7,4. Las
proteinas retenidas en la columna se eluyeron con un gradiente continuo de NaCl (de
50 mM a 1IM) en & mismo tampdn. Una vez que la muestra eluida fue concentrada y

dializada frente a tampon acetato sodico 10 mM pH 4,5, se aplicd a una columna de
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intercambio catioénico (High S Support) (0,9x30cm) equilibrada con dicho tampoén. A
continuaciéon, la columna se lavdé con e tampon acetato sodico 10 mM pH 45
comprobando si la proteina de interés se quedaba o no retenida en la matriz, para aplicar

en caso afirmativo un gradiente continuo de 0-1M NaCl en e mismo tampén.

2.6.- CARACTERIZACION DE LAS PROTEINAS PURIFICADAS

2.6.1.- Cromatografia de filtracion molecular

Se rediz6 una cromatografia de filtracion molecular en Sephadex G-100,
calibrando la columna con proteinas de peso molecular conocido (seroalbimina bovina
66 kDa, ovoalbumina 45 kDa y lisozima 14,3 kDa), con objeto de conocer € peso

molecular aproximado de la proteina.

2.6.2.- Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

2.6.2.1.- Electroforesis en condiciones no disociantes

L as muestras se resuspendieron en tampdn Tris-HCI 0,1 M pH 6,8, Glicerol a 10
% y 0,002 % de Azul de Bromofenol. La separacion de proteinas se realizé en una

cubeta refrigerada de acuerdo con el método de Davis (1964).

2.6.2.2.- Electroforesis en condiciones disociantes

Para este tipo de electroforesis se afiade SDS a 1 % en la preparacion del gel y
del tampon de electroforesis, segin se ha descrito anteriormente.

2.6.3.- Tinciones especificas de proteinas en geles de poliacrilamida

2.6.3.1.- Tincién con Azul Brillante de Coomassie R-250

Este tipo de tincion, a ser la mas comin de ellas, fue descrito previamente
para detectar las proteinas extraidas de las paredes celulares de V. fungicola y

A. bisporus.
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2.6.3.2.- Tincion de plata

La tincién de plata se llevo a cabo siguiendo € método de Heukeshoven y
Dernick (1988) ligeramente modificado.

Las proteinas se fijaron en una solucion de etanol, &cido acético, agua destilada
(50:10:40) durante 45 min y en etanol, acido acético, agua destilada (5:1:94) durante 30
min. Después de redlizar 3 lavados con H,Od (5 min cada uno), € gel se introdujo en
una solucién de NaS0s (0,2 g/l) durante 1 min y se lavdé con H,Od 3 veces (30
segundos cada vez). La tincion propiamente dicha se llevé a cabo incubando € gel en
una solucion de nitrato de plata 12 mM con 3ml/I de formaldehido a 37 %, en la
oscuridad durante 20 min, al cabo de los cuales se realizaron 2 lavados con H»Od,
revelandose con una solucion de NaCOs (0,2g/1) y 0,5 ml/l de formaldehido a 37 %
Este paso requiere d menos dos cambios rapidos de la solucion para prevenir la
precipitacion de las sales de plata en la superficie del gel. Cuando las bandas de proteina

fueron visibles, se pard lareaccion con una solucion de écido acético al 5 %.

2.6.3.3.- Tincidn con acido periodico-Schiff (PAS)

Para la identificacion de glicoproteinas se utilizé € método de Segrest et al.
(1971) ligeramente modificado.

Una vez redlizada |la electroforesis, las proteinas se fijaron en una solucion de
etanol, &cido acético, H,Od (40:5:55) durante toda la noche a temperatura ambiente, y
seguidamente se hicieron dos incubaciones consecutivas, una de 2 a 3 h con HslOg a
0,7%, y otra con N&S;0Os a 0,2% durante € mismo tiempo. Después de realizar dos
lavados con H,Od, se llevd a cabo la tincion de las dicoproteinas con el reactivo Schiff
comercial durante 12 h a temperatura ambiente, y a continuacion el gel se introdujo en
&cido acético al 7,5%.

2.6.4.- lonizacién/desorcion por laser asistida por matriz-
espectrometria de masas de tiempo de vuelo: MALDI-TOF

Esta técnica se utiliza para la determinacion de la masa molecular de proteinas

mediante la ionizacion correspondiente (Karas y Hillenkamp, 1988). Para obtener la
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sefid, la muestra en solucion se mezclé con un exceso de la “matriz’ adecuada
(aproximadamente 10* veces), y se degjo cristalizar sobre un portamuestras para
bombardearla con un léser. Los compuestos empleados como matrices son moléculas
organicas de pequefio tamafio (las mas corrientes son €l &cido o-ciano-hidroxicinamico,
el acido sindptico y d &cido 2,5-dihidroxibenzoico). Su funcién es diluir la muestra y
absorber la mayor parte de la radiacion del |éser, consiguiéndose asi € paso de la
muestra solida a la fase gaseosa, produciendo iones de la proteina intacta. La masa de
estos iones se mide mediante un espectrometro de masas de tiempo de vuelo (TOF).

La matriz utilizada fue una solucién de &cido 2,5-dihidroxibenzoico a una
concentracion de 10 mg/ ml en agua: acetonitrilo (2: 1 v/v) con un 0,1 % de TFA. 2 pl de
esta disolucion se mezclaron con 2 pl de muestra (50-100 pmoles/pl). Los espectros de
masas Se recogieron en un equipo modelo Biflex, calibrado con insulina antes del

andlisis.

La elevada sensibilidad de la técnica de MALDI-TOF, unida a su simpleza y
flexibilidad la hacen idénea para €l andlisis de la masa no solo de péptidos y proteinas,

sino también de otros biopolimeros como oligonucledtidos, oligosacéridos, etc.

2.6.5.-Deglicosilacion de la proteina

Para comprobar la posible glicosilacion de la proteina se sometié la muestra
purificada a la accién de la endo-3-N-acetilglucosaminidasa H segliin € método de
Pastor et al. (1948). Seguidamente se efectud la electroforesis en condiciones disociantes
y la banda polipeptidica obtenida se tifid tanto con e reactivo de écido periddico- Schiff,

como con Coomassie y/o plata.

2.6.6.- Analisis de aminoacidos y secuencia N-terminal

La composicion de aminoacidos de la diferentes muestras se determiné segun el
método de Bidlingmeyer et al. (1984). Primeramente se hidroliz6 la muestra con HCl 6N
en fase gaseosa a 110 °C durante 24 h, y luego los aminoacidos se detectaron mediante

derivatizacion postcolumna con ninhidrina usando un analizador Biochrom 20.
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Por otro lado, se procedi6 a analizar la secuencia N-terminal mediante la reaccién
denominada degradacion de Edman en un secuenciador automético de pulso liquido
Modelo 494 (Applied Biosystems Procise).

2.6.7.- Espectros de absorcion y de fluorescencia

Los espectros de absorcion de la proteina purificada fueron realizados en un
espectrofotometro Perkin- Elmer 330, con una concentracion de 0,45 mg/ml en tampon
acetato sddico 50mM, pH 5,0.

Los espectros de fluorescencia se obtuvieron en un espectrofluorimetro
Schimadzu RF-540, con sensibilidad ata y velocidad media de registro, con cortes de
excitacion de 5 nm y de emision de 10 nm. La longitud de onda para los espectros de
excitacion fue de 342 nm, mientras que, la de emision fue de 280 nm. El tampon

utilizado fue e mismo que en los espectros de absorcion.

2.6.8.- Microscopia electréonica de transmision de la proteina

purificada mediante la técnica de sombreado

Se redizO sobre las muestras de la proteina purificada, segin expusimos
anteriormente para detectar las estructuras en la superficie de las paredes celulares de

V. fungicolay A. bisporus.

2.6.9.- Ensayos de hemoaglutinacion e inhibicion de Ila

hemoaglutinaciéon

Los ensayos de hermpaglutinacion se llevaron a cabo mezclando 50 ul de una

dilucion seriada de la proteina con 50 pl de una suspension al 2% de eritrocitos de
carnero en tampon PBS pH 7,2 a 20 °C. La mezcla se mantuvo durante 4 h a temperatura

ambiente, y transcurrido este tiempo, se analizaron |os resultados obtenidos.

Una unidad de hemoagl utinacién se define como la dilucion méas alta que muestra
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hemoaglutinacién. La actividad especifica se expresa como e nimero de unidades de

hemoaglutinacion por mg de proteina.

Los ensayos de inhibicion de la henpaglutinacién se hicieron de manera analoga
alos test de aglutinacién. Primeramente, se mezclaron 25 pl de una dilucion seriada de
diferentes azlcares en tampon PBS pH 7,2 a 20 °C con 25 ul de la solucion problema
con 8 unidades de hempaglutinacion. La mezcla se mantuvo durante 30 min a
temperatura ambiente, y entonces se mezcld con 50 ul de una suspension a 2% de
eritrocitos de carnero en tampon PBS pH 7,2 durante 4 h, observandose posteriormente
cua es la concentracion minima del azOcar capaz de inhibir completamente las

8 unidades de hemoaglutinacion.

Tanto los ensayos de henpaglutinacion como de inhibicion se realizaron en

placas de microtitulacion en formade U.
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APARATOS Y MATERIALES EMPLEADOS

Agitador de tubos Bortimixer 68

Analizador Biochrom 20 (Amersham Pharmacia Biotech)
Balanza analitica Mettler AE 100

Balanza eléctrica Oertling TP 41

Bario estatico Memmert Mod. 845

Bafio estatico Memmert Mod. WB 22

Bario estatico Buichi B-480

Bafio ultrasonico Selecta

Batidora Braun Minipimer MR-63

Bomba de membrana Vacuumbrand MZ 2C

Bomba peristaltica Econo-Column (Bio-Rad)
Céamaradigital Olympus Camedia E-10

Centrifuga Microfuge

Centrifuga Sorvall con rotores GSA y SS34

Centrifuga EBA 12R

Colector LKB Bio-Rad

Columna de cromatografia K(9/15) de Pharmacia
Columna de cromatografia K (9/30) de Pharmacia
Columna de cromatografia K (15/30) de Pharmacia
Columna de cromatografia K(15/90) de Pharmacia
Cromatografo de gases modelo Perkin- EImer Autosystem
Cubeta de electroforesis Mini-Protean 11 Electrophoresis Cell de Bio-Rad.

Densitometro Bio-Rad (Modelo GS-800)
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Desecador de geles Hoefer SE 540

Espectrémetro de masas modelo Biflex de la casa Bruker
Espectrofotébmetro de infrarrojo Perkin-Elmer 457
Espectrofotémetro ultravioleta-visible Perkin- EImer Lambda- 1
Espectrofotdbmetro modelo Broker |FS 28 Equinox
Espectrofotometro de fluorescencia Schimadzu-RF

Estufa Kowel C2-1

Estufa Memmert

Fuente de alimentacion para el ectroforesis Bio-Rad 1000/500
Homogenei zador Polytron PCU 8-EU

Horno WC Herau Hanau Typ KR 170

Liofilizador New Brunswick Scientific Co.

Microscopio electrénico de barrido Philips XL20
Microscopio el ectronico de transmision Philips EM 300
Microscopio éptico de contraste de fase Olympus modelo BX 50
Microscopio Zeiss Axioplan

pH-metro Radiometer 62 Standar

Rotavapor Buichi w. R7661

Speedvac Savant (SC 100)

Ultramicrotomo Reichert Ultracut-E

Ultramicrotomo Reichert MU 3

Todos los reactivos, salvo los que se menciona aqui, son de grado analitico y

proceden de lafirma Merk.
Acrilamida y bisacrilamida (Bio-Rad)
Agar (Pronadisa)

Anticuerpo de cabra rodaminado anti-1gG de conejo (Sigma)
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Antrona (Sigma)

Azul de Coomassie R-250 y G-250 (Bio-Rad)

Borohidruro sédico (Sigma)

Borohidruro sddico deuterado (Sigma)

Eritrocitos de carnero (Biomedics)

Endo-H (Sigma)

Phenyl Sepharose 6 FF (Pharmacia)

Formvar (Serva)

Hidroxiapatito (Bio-Rad)

High Q Support (Bio-Rad)

High S Support (Bio-Rad)

Membrana de didlisis (Spectrum) (3500 Da)

Membrana de didlisis (Medicell Internacional Ltd.) (12-14000 Da)
Patrones de peso molecular para el ectroforesis nativa 'y desnaturalizante (Sigma)
Patrones de peso molecular para gel de filtracién (Pharmacia)
Reactivo de Schiff (Bio-Rad)

SDS (Bio-Rad)

Seroalbumina bovina (Sigma)

Sepharose CL-6B (Pharmacia)

Sephadex G-100 (Pharmacia)

Tetréxido de osmio (Polysciences)

Temed y persulfato aménico (Bio-Rad)

Vestopal W
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Resultados

1. ESTUDIO DEL MODO DE ACCION DEL
FUNGICIDA PROCLORAZ-Mn SOBRE LAS
PAREDES CELULARES DE V. fungicola Y
A. bisporus.
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1.1.- MICROORGANISMOS EMPLEADOS

El estudio de la morfologia del micoparasito V. fungicola (Fig. 7) sellevé a cabo
mediante la observacion a microscopio éptico y electronico de barrido, para lo cua se
tomo6 muestra del microorganismo crecido en medio Raper. Las colonias de V. fungicola
crecidas en placa muestran, como cas todos los hongos, forma redondeada debido al
crecimiento radiado, de un color blanco o crema pélido. M ediante microscopia Optica se
observd que € micelio presenta verticilos caracteristicos con conidios de forma

elipsoidal acilindrica

Las colonias de A. bisporus crecidas en placa muestran igual mente crecimiento
radial y son de color blanco. Mediante la técnica de microscopia electronica de barrido
se observaron las hifas, tanto del micelio vegetativo como del agregado, presentando las
primeras unos caracteristicos cristales de oxalato célcico cuando crecen en el medio de
compost, mientras que las segundas son de mayor grosor y forman blogues de hifas
agregadas. Finalmente |los basidios situados en la superficie de las lamelas ostentan las

dos esporas caracteristicas de la especie (Fig. 8).

1.2.- EVALUACION DE LA DOSIS LETALs DEL FUNGICIDA
PROCLORAZ-Mn EN AMBOS ORGANISMOS

Durante los ultimos afios, en los cultivos industriales de champifion se viene
realizando un tratamiento preventivo con € fungicida proclorazMn para controlar la
verticiliosis, por 1o que, uno de los objetivos del presente trabajo ha sido estudiar €l
efecto producido por e fungicida sobre el micelio del micopatégeno y a la vez también

sobre el hospedador a tratarse también de un hongo.

En € caso del patégeno V. fungicola € estudio se realizd sobre las tres cepas ya
citadas y aisladas en diferentes periodos de tiempo: V. fungicola CBS fue aislada en
1969 antes de la utilizacion de los fungicidas, por o que, se puede considerar como

control, y V. fungicola CIES 210 y 100 corresponden a aislamientos realizados en los
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anos 1992 y 2000 respectivamente, cuando se sospechaba y después se comprobaba la
posible resistencia del patdgeno a proclorazMn. En cuanto al hospedador A. bisporus
solamente se utiliz6 la cepa Fungisem Hys, que es una de las mas cultivadas

comercialmente para su consumo en Espafia.

Tanto V. fungicola como A. bisporus se cultivaron en medio Raper con
diferentes concentraciones de proclorazMn (como ha sido descrito en Materiaes 'y
Métodos), para determinar sus respectivas DLso. En las Fig. 9 y 10 se observan una
serie de cultivos en frascos Roux y en placa de los dos organismos frente a diversas

concentraciones del fungicida.

Como ya se ha mencionado anteriormente la cartidad de proclorazMn necesaria
para alcanzar €l 50% de inhibicion del crecimiento micelial (DLsp) de cada organismo
se calculé a partir de los valores del peso seco del micelio obtenido en medio liquido
con diferentes concentraciones de fungicida durante el mismo periodo de tiempo, puesto

gue la evaluacion a partir de las medidas de crecimiento en placa es menos exacta.

En laTabla5 se muestran las DLsg estimadas tanto para el micelio vegetativo de
A. bisporus como para las distintas cepas de V. fungicola, apreciandose claramente el
incremento sufrido por la DLsg correspondiente aV. fungicola a lo largo del tiempo de

utilizacion rutinaria de fungicidas.

Tabla 5. VaoresdelaDL s, obtenidos en ambos organismos

DLso (ppm) DLso (mall)
A. bisporus Fungisem H s 0,3 0,34
CBS 0,5 0,57
V. fungicola { CIES210 15 1,71
CIES 100 3,5 3,99
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Micelio vegetativo
Verticilos y conidios en
el microscopio dptico

Conididforos en el microscopio electrénico de barrido

Fig.7. Verticillium fungicola



Micelio vegetativo

Carpdforo

g

Hifas del carpdforo

Lamelas

Basidios y basidiosporas

Fig. 8. Agaricus bisporus
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Fig. 9. DL ;, de V. fungicola CBS
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Fig. 10. DL ,, de A.bisporus
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1.3.- COMPOSICION QUIMICA GLOBAL DE LAS PAREDES
CELULARES DE V. fungicola Y A. bisporus

De forma general, podemos sefidlar que las paredes celulares de V. fungicola y
de A.bisporus, tanto sin tratar como tratadascon € fungicida estan constituidas por
carbohidratos neutros y en menor proporcion por proteinas, lipidos y aminoazlcares,

como en la mayoria de los hongos.

La composicién quimica global de las paredes celulares de las cepas (CBS, CIES
210y CIES 100) de V. fungicola siny con fungicida se muestraen la Tabla 6.

Tabla 6. Composicion quimica global de las paredes celulares de las tres cepas de V. fungicola sin
tratar y tratadas con procloraz-Mn

COMPONENTES CBS CIES210 CIES 100
Peso seco (%)

+F +F +F
AzUcar es neutros 45,1 49,5 50,5 53,1 50,6 53,7
Proteinas 25,1 21,0 18,0 9,9 17,8 16,5
Hexosaminas 15,2 14,5 13,9 20,9 14,7 14,2
Lipidos 12,0 12,6 14,1 11,9 13,8 13,0
Cenizas 0,5 0,6 04 1,3 0,5 04
Recuperacion 97,9 98,2 96,9 97,1 97,4 97,8

Las cifras son la media de, al menos, cuatro determinaciones

El componente mayoritario de las paredes celulares de las tres cepas de
V. fungicola en ausencia de procloraz-Mn, corresponde a los azlcares neutros que
representan entre 45-51% del peso seco de la pared. Las proteinas muestran un
porcentaje muy ato (25%) en la cepa CBS (cepa control), siendo éste menor en las
cepas CIES 210 (18%) y CIES 100 (17,8%). En cuanto a resto de los componentes,
aminoazUcares, lipidos y cenizas no se han encontrado diferencias resefiables entre las

cepas de V. fungicola.
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Con respecto a andisis quimico de las paredes celulares de las diferentes cepas
de V. fungicola en presencia de proclorazMn, podemos apreciar que los carbohidratos
neutros se mantienen dentro del mismo rango del peso seco de la pared (50-54%). Las
proteinas muestran un porcentgje todavia relativamente alto en la cepa CBS (21%), que
disminuye en las otras dos cepas estudiadas (9,9% y 16,5%, respectivamente), mientras
que los demés componentes (hexosaminas, lipidos y cenizas) no presentan ninguna

variacion significativa.

A la vista a todos estos resultados, se puede decir, que en las paredes celulares
de las cepas CIES 210 y CIES 100 observamos una disminuciéon en el porcentgje de
proteinas con respecto a la cepa control (CBS), que se acentlia algo mas cuando las
paredes de las distintas cepas son tratadas con proclorazMn, y dicha inhibicién se
compensa con un ligero aumento en los polisacaridos neutros. En cuanto a los otros
componentes no se observan variaciones apreciables con excepcion de las hexosaminas
de la cepa CIES 210.

El andlisis quimico global de las paredes celulares del micelio vegetativo de
A.bisporus sin tratar y tratado con proclorazMn se observa en la Tabla 7. En ella se
aprecia, que cas €l 60% del peso seco de las paredes celulares sin tratar con fungicida
corresponde a los carbohidratos neutros, en menor proporcion a los aminoazucares,

proteinas lipidosy por Ultimo a las cenizas.

Cuando las paredes celulares han sido tratadas con €l fungicida, observamos que
también estan congtituidas principalmente por azlcares neutros (alrededor del 58%),
pero muestran una disminucién en el porcentgje de las proteinas (7,5%) con respecto a
las paredes sin fungicida, que se compensa con € aumento en la proporcién de los
aminoazUcares (18,9%), manteniéndose practicamente igual €l porcentgje de los lipidos

y de las cenizas.
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Tabla 7. Composicion quimica globa de las paredes celulares del micelio
vegetativo de A. bisporus siny con procloraz-Mn

Coyeszge'fg/jfs A. bisporus A. bisporus + F
AzUcar es neutros 59,5 57,8
Proteinas 114 7,5
Hexosaminas 14,3 18,9
Lipidos 8,6 8,7
Cenizas 4.4 4,2
Recuperacioén 98,2 97,1

Las cifras son la media de, al menos, cuatro determinaciones

1.4.- FRACCIONAMIENTO DE LAS PAREDES CELULARES

Con la finalidad de solubilizar 1o méas selectivamente posible los polisacaridos

neutros que forman la estructura de las paredes celulares de ambos organismos, se

sometieron éstas a la serie de extracciones ya descritas, obteniéndose al final una

fraccion residual insoluble.

1.4.1.- Fraccionamiento de las paredes celulares de V. fungicola sin

tratar y tratadas con procloraz-Mn

Las paredes celulares de V. fungicola sometidas a su correspondiente extraccion,

dio lugar a cuatro fracciones sacaridicas (F1, F2S, F2I, y F3). Los porcentajes en peso

seco y azlicares neutros de cada una de las fracciones obtenidas de las paredes celulares

de las diferentes cepas de V. fungicola se especifican en la Tabla 8.

93



Resultados

Tabla 8 Porcentaje en peso seco y azlicares neutros de las
fracciones obtenidas a partir de las paredes celulares de las tres
cepas de V. fungicola en ausenciay presencia de fungicida

Fracciones Cepas % peso % azlcares
SECo neutros
CBS 12,5 66,4
+F 11,4 67,2
CIES 210 9,5 65,7
F1
+F 74 66,4
CIES 100 8,8 65,6
+F 6,7 66,7
CBS 14,1 60,2
+F 13,3 59,9
CIES 210 12,4 59,7
F2S
+F 134 59,4
CIES 100 13,9 59,2
' +F 14,4 60,3
CBS 15,9 6,3
+F 16,1 59
CIES 210 16,4 5,7
F2I
+F 151 59
CIES 100 15,0 6,0
+F 13,8 59
CBS 27,5 51,6
+F 29,3 50,2
CIES 210 33,5 49,0
F3
+F 35,3 48,3
CIES 100 35,5 50,0
+F 36,1 49,5

Los datos son la media de, al menos, cuatro determinaciones
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Se puede ver que la fraccion aparentemente més afectada por la accion del
proclorazzMn corresponde a la fraccion F1, puesto que presenta una disminucion
significativa en e peso seco de la pared en todas las cepas. Las fracciones F2S 'y F2I
presentan un porcentgje similar del peso seco (alrededor de un 12-15 %), mientras que

la fraccion mayoritaria, F3 representa entre un 27-36 % del peso de la pared.

La suma de dichos porcentajes proporciona una recuperacion entre un 70-72%
sobre el peso seco inicia de las paredes, y esta recuperacion se debe a la dificultad de
eliminar completamente el contenido citoplasmatico al tener V. fungicola unas hifas
muy finas. Esta circunstancia hace que se produzca un pequefio error en el peso seco de
partida por contaminantes, que luego serdn eiminados a no precipitar durante €

proceso de extraccion de las fracciones.

La composicion de las fracciones de las paredes celulares de las tres cepas de
V. fungicola sin o con fungicida no presentan diferencias apreciables. Las fracciones F1
y F2S contienen un porcentgje de azlcares entre un 59-67 % y € resto esta congtituido
por proteinas. La fraccion F2I es fundamentalmente una fraccién lipidica (alrededor de
un 88 %), por lo que, presenta un muy bao porcentgje de azlcares neutros. Y por
altimo, la fraccion F3 estd constituida por carbohidratos neutros (50%) y por

aminoazucares (que forman parte del complejo glucano-quitina).

1.4.2.- Fraccionamiento de las paredes celulares de A. bisporus

obtenidas en ausenciay presencia del procloraz-Mn

Seguin se describe en el apartado de materiales y métodos, las paredes celulares
de A. bisporus fueron sometidas a una serie de extracciones especificas sucesivas,

obteniéndose asi seis fracciones sacaridicas (FI, FII, FIII, FIV, FV y FVI).

En la Tabla 9 se especifican los porcentajes en peso seco y azlicares neutros de
cada una de las fracciones de las paredes celulares del micelio vegetativo de A. bisporus

sin tratar y tratado con fungicida.
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Tabla 9. Porcentaje en peso seco y azlicares neutros de las
fracciones obtenidas a partir de paredes celulares del micelio
vegetativo de A. bisporus sin tratar y tratadas con fungicida

Fracciones Micdio % peso % azUcares
vegetativo Seco neutros
- A. bisporus 27,4 61,9
+F 28,3 61,4
- A. bisporus 11,2 69,7
+F 95 68,2
- A. bisporus 3,6 69,5
+F 3,1 68,3
A. bisporus 75 70,7
Flv
+F 8,2 72,4
A. bisporus 7,2 86,8
Fv
+F 6,7 88,3
A. bisporus 25,3 51,7
FVI
+F 24,9 50,5

Los datos son la media de, al menos, cuatro determinaciones

En e estudio del porcentgje en peso seco de cada una de las fracciones de las
paredes celulares del micelio vegetativo de A. bisporus sn y con fungicida no se
observaron diferencias significativas. Se puede destacar que las fracciones mas

representadas son las fracciones FI, Fll y FVI.

La suma de los porcentajes obtenidos en cada fraccion, proporciona una
recuperacion sobre el peso seco inicial de aproximadamente un 80% en ambos casos, 10
que se considera un rendimiento muy aceptable, si se tienen en cuenta las pérdidas
debidas al proceso de extraccion y ademés que una parte del material solubilizado no

precipita posteriormente.

En e andlisis quimico se observa que todas las fracciones siny con fungicida
estan formadas principalmente por un ato porcentaje en carbohidratos neutros, y dicho

porcentaje se complementa con proteinas en €l caso de las fracciones mas accesibles a la
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extraccion (FI a FIV) y con aminopolisacaridos (quitina) en las fracciones més

inaccesibles o profundas (FV y FVI).

1.5.- PURIFICACION DE LAS FRACCIONES AISLADAS DE LAS
PAREDES CELULARES

Para comprobar si las distintas fracciones obtenidas de las paredes celulares de
V. fungicolay A. bisporus estaban constituidas por un solo polisacérido o si eran una
mezcla de varios polisacéridos y, en tal caso, separar dichos polimeros, se llevd a cabo
una cromatografia de exclusion molecular, para la cual, se empleod € gel de Sepharosa
CL-6B.

La cromatografia de las fracciones obtenidas a partir de paredes celulares de
V. fungicola puso de manifiesto que tanto la fraccion F1 como la fraccion F2S estaban
constituidas por dos subfracciones que presentaron componentes de naturaleza

polisacaridica de distinto peso molecular.

Asi tenemos que la fraccion F1 esta formada por un componente de peso
molecular comprendido entre 2¢<10° y 500 kDa a que denominamos Fla, y por un
segundo componente, llamado F1b, de un peso molecular entre 500 y 70 kDa. La
fraccion F2S, a su vez esta congtituida por dos componentes polisacaridicos, de pesos

moleculares similares a los de la fraccidn anterior, denominados F2Say F2Sb.

Sin embargo, en € caso de A. bisporus, la cromatografia de cada una de las
fracciones sobre Sepharosa CL-6B dio como resultado, en cada caso, un Unico pico muy
ensanchado, debido a la naturaleza polidispersa de los polisacéridos, por 1o que no se

pudo Ilegar a una mayor purificacion de las mismas.
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1.6.- ANALISIS QUIMICO Y ESTRUCTURAL DE LAS
DISTINTAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LAS PAREDES
CELULARES DE V.fungicola SIN Y CON PROCLORAZ-Mn

Para identificar y cuantificar los azUcares neutros de las diferentes fracciones
polisacaridicas de las paredes celulares de V. fungicola obtenidas en ausencia y
presencia de proclorazMn, se efectuaron distintas hidrélisis écidas con diferentes
&cidos y condiciones, como ya expusimos anteriormente, y se andizaron los

monomeros liberados por cromatografia de gas- liquido.

Una vez analizados los monosacaridos que forman parte de las distintas
fracciones, se llevaron a cabo estudios tanto de metilacion, para determinar los
diferentes tipos de enlaces glicosidicos presentes en las correspondientes fracciones
polisacaridicas, y paraelamente, de espectrofotometria infrarrojo, con e fin de

determinar la configuracién (o 0 B) de los polisacéridos de las distintas fracciones.

Los PMAASs se andlizaron por CGL en las condiciones descritas anteriormente.
La cuantificacién se realizo teniendo en cuenta € é&rea de los picos del cromatograma y
la identificacion de los iones mediante espectrometria de masas, considerando que el
espectro de masas es caracteristico de cada PMAA dependiendo de los domos de
carbono en los cuales se han incorporado los metilos, y que todos ellos llevan un a&omo

de deuterio en € carbono 1.

Una vez establecidos los enlaces glicosidicos presentes en cada fraccion, la
determinacion de los sucesivos espectros de infrarrojo permitié  obtener un
conocimiento nés completo de cada una de las fracciones extraidas de las paredes de

los dos organismos.

1.6.1.- Andlisis quimico

L os monosacaridos de las fracciones obtenidas a partir de las paredes celulares de
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V. fungicola se muestran en la Tabla 10, observandose que presentan una composicion
de azlicares neutros caracteristica, siendo los azlcares mayoritarios la glucosa y la

manosa seguidos por la galactosa.

En dicha tabla aparecen analizadas las fracciones Fla, F1b, F2Sa, F2Sby F3,
ya que los azlcares de la fraccion F2I no se determinan debido a que, como ya dijimos
anteriormente, se trata de una fraccion eminentemente lipidica con un porcentaje muy

bajo en azlcares totales.

Lasfracciones Fla, F2Say F3 de las tres cepas sin o con fungicida presentan la
misma composicion en azlcares neutros, es decir, se tratan de glucanos a estar
constituidas exclusivamente por glucosa, y que no varian aparentemente en presencia de
proclorazMn.

Las fracciones F1b y F2Sb muestran por su parte una composiciéon bastante
similar siendo la manosa €l azlUcar mayoritario, seguido de galactosa y en menor
proporcién de glucosa, por lo que nos encontramos con heteropolisacaridos
glucogal actomananos. En dichas fracciones se aprecia una disminucion significativa de
la glucosa en las cepas CIES 210 y CIES 100 con respecto ala cepa control (CBS), y tal
disminucion se produce alin mas acusadamente cuando las tres cepas son tratadas con
proclorazMn. Por su parte la galactosa presenta un incremento progresivo en las tres
cepas, tanto sin tratar como con € tratamiento con fungicida, y sin embargo, |la manosa
permanece préacticamente constante en todos |os casos, 10 que nos empieza a sugerir que
el fungicida proclorazMn estd produciendo reestructuraciones en estos

heteropolisacaridos glucogal actomananos.
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Tabla 10. Porcentaje molar de |os azlicares detectados como acetatos de aditol
de las fracciones aidadas de las paredes celulares de V. fungicola sin tratar y
tratadas con procloraz-Mn

Fracciones Cepas Glucitol Galactitol | Manitol
CBS 100,0 0 0
+F 100,0 0 0
Fla CIES 210 100,0 0 0
+F 100,0 0 0
CIES 100 100,0 0 0
+F 100,0 0 0
CBS 23,1 25,9 51,0
+F 12,4 35,6 52,0
F1b CIES 210 17,3 29,4 53,3
+F 13,5 32,4 54,1
CIES 100 10,2 32,7 57,1
+F 9,5 33,9 56,6
CBS 100,0 0 0
+F 100,0 0 0
Fosa CIES 210 100,0 0 0
+F 100,0 0 0
CIES 100 100,0 0 0
+F 100,0 0 0
CBS 15,6 28,6 55,8
+F 7,6 36,3 56,1
F2Sh CIES 210 11,1 36,1 52,8
+F 7,1 39,1 53,8
CIES 100 6,9 37,1 56,0
+F 5,4 40,1 54,5
CBS 100,0 0 0
+F 100,0 0 0
3 CIES 210 100,0 0 0
+F 100,0 0 0
CIES 100 100,0 0 0
+F 100,0 0 0
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Diagrama complementario de la Tabla 10

1.6.2.- Analisis estructural

El andlisis estructural de estas fracciones se muestra en la Tablas 11 y 12. Las
fracciones Fla y F2Sa correspondientes a glucanos con uniones en (1-4) y puntos de
ramificacion en C-6, pierden parte de estas ramificaciones por efecto del proclorazMn

haciéndose més lineales.

La fraccion F3 formada por cadenas de glucosa con uniones (1-3) y (1-4) y
algunas ramificaciones en C-6, por efecto del fungicida aumentan los enlacesen (1-4) a

expensas de la disminucion de los (1-3).

Las fracciones més afectadas por € efecto del proclorazMn corresponden a los
glucogalactomananos de las fracciones F1by F2Sh, como ya se habia hecho patente en
el andlisis de los monosacéridos. Estas cadenas de manosa con uniones en (1-6) y
altamente ramificadas en el C-4, presentan un dréstico descenso de la glucosa en (1-4) a

lavez que aumenta la galactosa terminal por efecto del fungicida.
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Tabla 11. Porcentaje molar de los PMAAS detectados por CGL-EM de las fracciones (Fla,
F2Sa y F3, glucanos) de las paredes celulares de las diferentes cepas de V. fungicola en
ausenciay presencia de procloraz-Mn

CEPAS
Fracciones | Tipo de union
CBS CBS+F CIES210 CIES210+F CIES100 CIES 100+F
Hexp-(1 5,1 4,6 5,1 3,8 5,3 4,9
Fla 4)-Glup-(1 88,9 91,2 899 92,6 88,5 90,7
4,6)-Glup-(1 55 4,2 5,0 3,6 5,2 4.4
Hexp-(1 4,4 4,6 4,5 3,8 5,4 3,9
F2Sa | 4)-Glup-1 92,1 942 918 93,0 89,5 92,7
4,6)-Glup-(1 3,5 4,2 3,7 3,2 5,1 3,4
Hexp-(1 1,5 1,7 1,9 1,6 1,5 1,5
3)-Glup-(1 58,1 555 56,7 54,4 56,5 55,3
F3 4)-Glup-(1 38,7 40,5 39,3 41,6 39,7 41,1
4,6)-Glup-(1 0,8 1,2 1,0 1,1 1,1 1,0
3,6)-Glup-(1 0,9 1,1 1,1 1,3 1,2 1,1
Fla F2Sa
o ol TT1101
801
707 F3 B Hexp-(1
601 | B 3)-Glup(1
504 = 4)-Glup-(1
401 = 4,6)-Glup-(1
301 m 3,6)-Glup(1
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Diagrama complementario de la Tabla 11
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Tabla 12. Porcentaje molar de los PMAAs detectados por CGL-EM de las fracciones (F1b,
F2Sb, glucogalactomananos) de las paredes celulares de las diferentes cepas de V. fungicola
en ausenciay presenciade procloraz-Mn

TIPO DE CEPAS
FRACCIONES UNION
CBS CBS+F CIES210 CIES210+F CIES100 CIES100+F
Hexp-(1 26 40 5,1 5,2 2,7 2,4
Galp-(1 265 340 313 323 339 35,2
2-Manp-1 | 153 128 54 5,5 7,7 5,9
4-Glup(1 | 175 83 8,8 7,9 6,4 5,6
F1b
6}Manp-1 | 20 48 12,1 10,5 2,3 2,5
2,4-Hexp-(1 | 0,7 1.2 0,5 04 0,9 0,9
46)-Manp-(1 | 33,2 299 342 362 437 48,1
2,6)-Manp-(1 | 20 5,0 3,9 4,0 2,6 2,5
Hexp-(1 34 18 2,4 1,9 1,8 1,7
Galp-(1 263 342 335 38,5 38,7 39,3
3)-Glup-(1 51 24 3,1 2,7 2,1 1,9
5)-Galf-(1 15 13 1,4 1,1 1,3 1,1
F2Sb 4)-Glup-(1 64 31 5,2 3,0 2,7 2,2
3-Manp-(1 | 25 26 2,9 3,0 2,9 2,7
6)-Manp-(1 6,3 7,6 5,6 5,4 3,0 2,9
46)-Manp-(1 | 459 463 426 422 471 45,2
2,6)-Manp-(1 | 33 3,0 3,5 3,1 2,9 2,7
504
E2Sh E2Sh
1 | | FZSD
404
Fib F1b F1b
4!
20
104
o
CBS CBS+F 210 210+F 100 100+F

®m Hexp(1 0O Galp(1 = 3)-Glup-(1 O 2)-Manp-(1 @ 5)-Galf-(1 0 4)-Glup-(1 0O 6)-Manp-(1 @ 2,4)-Hexp-(1

B 4,6)-Manp-(1 8 2,6)-Manp-(1

Diagrama complementario de la Tabla 12
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L os espectros de infrarrojo de las fracciones extraidas de las paredes celulares de
la cepa control de V. fungicola sin tratar y tratada con fungicida se muestran en la Fig.
11. Las fracciones Fla y F2Sa muestran picos de absorcién a 930, 870, 780 y 710 cmit,
por lo que se asemejan a espectro de un o-(1,4-glucano) excepto en la existencia del
pico a 870 cm®. Las fracciones F1b y F2Sb presentan picos a 810 y 870 cm*
(caracteristicos de los mananos). Por Ultimo, en la fraccién F3 se pueden observar el

espectro tipico de 3-glucano asociado a quitina.

CBS
1a

CBS+F
CBS

}F 1b
CBS+F
CBS

}FZSa
CBS+F

CBS
}FZSb
CBS+HE
- CBS
s
CBS+F

v v J v ) \) v v v )
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Fig. 11. Espectros de infrarrojo de las diferentes fracciones obtenidas de las paredes
celularesde V. fungicola (cepa CBS) en ausenciay presenciade Procloraz-Mn

No se muestran los correspondientes espectros de infrarrojo de las cepas CIES
210y 100, dada su semejanza conla cepa control (CBS).
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De todos estos resultados se deduce que €l fungicida no afecta ala configuracion
de los polisacéridos de las paredes celulares de V. fungicola a pesar de producir claras

modificaciones cuali y cuantitativas en sus respectivos enlaces glicosidicos.

1.7.- ANALISIS ELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS
EXTRAIDAS DE LAS PAREDES CELULARES DE V. fungicola

Las proteinas solubilizadas a partir de las paredes celulares de la cepa CBS de
V. fungicola sin y con proclorazMn se muestran en la Fig. 12. Dicha solubilizacién se
llevé a cabo gracias a la accion del TFA a 100%, como ya ha sido descrito en

Materides y Métodos.
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Fig. 12. Electroforesis en condiciones disociantes (14% de poliacrilamida)

1. Patrones de peso molecular en kDa
2. CepaCBS
3. Cepa CBS tratada con procloraz-Mn
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El andlisis electroforético en condiciones disociantes mostro en la cepa CBS sin
tratar con € fungicida la presencia de varias bandas polipeptidicas con masas
moleculares en un rango aproximado de 7-70 kDa. Sin embargo cuando dicha cepa se
tratd con fungicida se pudo comprobar una inhibicion parcial de determinadas bandas
(particularmente las de alrededor de A3 kDa), por lo que, este andlisis coincide y

complementa los resultados del andlisis quimico global descrito anteriormente.

Las otras dos cepas de V. fungicola, CIES 210 y CIES 100, también fueron
objeto del presente estudio, pero los resultados fueron semejantes a la cepa CBS, por |10

gue no se muestran especificamente.

1.8.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
MEDIANTE LA TECNICA DE SOMBREADO

El sombreado de las paredes celulares aidadas de las cepas estudiadas de
V. fungicola, sSn o con proclorazMn, muestra la diferente presencia de estructuras
caracteristicas en forma de pequefias varillas asociadas en manojos, que se asemejan ala

estructura descrita en otros hongos para la proteina hidrofobina.

En la Fig. 13, se aprecia como la superficie de la cepa V. fungicola CBS es la
gue muestra mayor cantidad de dichas varillas que van disminuyendo en las cepas CIES
210 y CIES 100, descenso que se hace més acentuado cuando tales paredes han sido

tratadas con €l fungicida

Este descenso de la posible proteina hidrofobina coincide con los resultados
obtenidos en la composicion quimica global y en la electroforesis de proteinas de las

paredes celulares sin 0 con tratamiento previo con € fungicida
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Fig. 13. Sombreado de las paredes celulares de V. fungicola
sin y con tratamiento de procloraz-Mn
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1.9.- ANALISIS QUIMICO Y ESTRUCTURAL DE LAS
DISTINTAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LAS PAREDES

CELULARES DE A. bisporus SIN Y CON TRATAMIENTO DE
PROCLORAZ-Mn

1.9.1.- Andlisis quimico

La Tabla 13 muestra los porcentajes molares de los monosacéridos presentes en
las distintas fracciones de las paredes celulares, sintratar y tratadas, de A. bisporus. En
ambos casos apreciamos que e azlcar mayoritario corresponde a la glucosa,

acompariada de menores proporciones de galactosa, manosa y xilosa.

El efecto del fungicida proclorazMn sobre la fraccién Fl es poco significativo
presentando en ambos casos una composicion similar en los monosacaridos, glucosay

galactosa, mientras que la manosa aumenta claramente.

En cambio, las fracciones FIl y FllI se ven bastante afectadas por |a acciéndel
proclorazMn. Por un lado, encontramos que la fraccién FIl obtenida de paredes no
tratadas con fungicida, presenta principalmente glucosa seguida de manosa y xilosa en
cantidades similares, y en cambio, al ser tratada con fungicida, esta fraccion no presenta
ni manosa ni xilosa compensardose con un aumento significativo de la glucosa. En
cuanto a la fraccion FlII observamos que las paredes sin fungicida presentan
mayoritariamente glucosa seguida de xilosa y en menor proporcion galactosa, y sin
embargo, en dicha fraccién con fungicida no esta presente la xilosa, siendo reemplazada
por un ato porcentgje de glucosa, manteniéndose las proporciones de galactosa y

manosa.

En las restantes fracciones FIV, FV y FVI no se aprecian diferencias
significativas tanto, s fueron o no tratadas con fungicida, y en general, se comprueba
que € porcentge de los azlcares distintos a la glucosa va disminuyendo

progresivamente.

109



Resultados

Tabla 13. Porcentaje molar de los azlicares detectados como acetatos de aditol de las fracciones

aidadas de las paredes celulares de A. bisporus sin tratar y tratadas con procloraz-Mn

Fracciones Muestra Glucitol | Galactitol Manitol Xilitol
A .bisporus 93,0 4,7 2,3 0
Fl
+F 88,1 5,4 6,5 0
A. bisporus 70,2 2,3 13,0 14,5
Fll
+F 95,8 4,2 0 0
A. bisporus 77,4 5,8 1,9 14,9
FIll
+F 92,1 59 2,0 0
A. bisporus 58,8 19,2 9,8 12,2
FIV
+F 60,9 20,3 6,7 12,1
A. bisporus 95,1 2,4 1,0 1,5
FVv
+F 95,0 2,8 2,2 0
A. bisporus 96,8 0 3,2 tr
FVI
+F 95,3 2,5 3,1 0
100 -
80
60
40
20
0- . | |
Fi FIl - FlI+F  FIIL FlI+F FIV. FIVHF PV FV+F RVl FVI4F
B Glucitol B Galactitol O Manitol O Xilitol

Diagrama complementario de la Tabla 13
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1.9.2.- Analisis estructural

Los resultados del andlisis por metilacion de las fracciones de A. bisporus sin y

con tratamiento con fungicida se muestran en las Tablas 14 y 15.

La fraccion FI o mucilago, en la que se apreciaban pocas diferencias en sus
monosacéridos por efecto del fungicida, muestra estar compuesta esenciamente por
glucosa unida en a(1-4), con unos bajos porcentajes de manosa en (1-3) y de galactosa
en (1-6), y estructurdndose como un polisacérido bastante lineal con pocas
ramificaciones de glucosa. Sin embargo esta misma fraccion en presencia del fungicida

se hace més ramificada por aumento de los enlaces de glucosa en (1-3,4) y en (1-4,6).

La fraccion FIl como ya se hizo patente en el andlisis de monosacéridos es
claramente afectada por € fungicida de forma que le inhibe la incorporacién de xilosay
manosa, manteniéndose la cadena principa de glucano a-(1-3), aumentando
considerablemente las ramificaciones de glucosa en (1,3-6), y apareciendo una ligera
proporcion de galactosa Unicamente en su forma furanosa. Paraelamente la fraccidn
FIll condtituida por una cadena de glucano con uniones (1-4), en presencia de
proclorazMn pierde la xilosa pero no la manosa, por 10 que en este caso se incrementan
las ramificaciones de glucosa en (1-34) y (1-4,6) apareciendo nuevamente la

galactofuranosa, como en la fraccién anterior.

La fraccion FIV en presencia de fungicida no experimenta cambios
significativos salvo en el incremento de las ramificaciones de la glucosa (1-3,6) y de los
terminales correspondientes. Las fracciones FV y FVI préacticamente no estan afectadas
por el proclorazMn dadas las minimas diferencias detectadas en el andisis de sus

enlaces glicosidicos, aunque muestran la tendencia a hacerse mas ramificadas.

111



Resultados

Tabla 14. Porcentaje molar de los PMAAs detectados por CGL-EM de las fracciones
de las paredes celulares del micelio vegetativo de A. bisporus en ausencia de

procloraz-Mn
Tipo de unién FRACCIONES

Fi FIl FIll FIV FV FVI
Xilp-(1 0 9,6 0,4 3,5 1,5 0
4)-Xilp-(1 0 0,4 12,5 11,0 2,6 0
Hexp-(1 9,4 2,8 8,2 4,6 10,4 13,4
3)-Glup-(1 0 61,2 1,0 24,1 7,0 9,9
5)-Galf-(1 0 0 0 0 0 0
4)-Glup-(1 76,5 0 61,3 19,3 62,0 55,6
3)-Manp-(1 1,7 7,0 1,8 5,3 1,5 3,2
3)-Galp-(1 0 0 0 9,4 0 0
6)-Glup-(1 0 0 0,5 1,0 5,4 4,0
6)-Galp-(1 2,4 1,9 5,8 9,2 2,0 0
3,4)-Manp-(1 0 7,1 0 4,3 0 0
3,4)-Glup-(1 5,1 4,7 1,4 1,2 0 1,4
2,3)-Glup-(1 0 2,0 0 0 0 1,3
4,6)-Glup-(1 4,9 0 5,0 1,4 2,8 2,2
3,6)-Glup-(1 0 3,3 2,1 5,7 4,8 9,0
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lagrama complementario de la Tabla 14

Tabla 15. Porcentaje molar de los PMAAS detectados por CGL-EM de las fracciones de las
paredes celulares del micelio vegetativo de A. bisporusen presencia de procloraz-Mn

Tipo de unién FRACCIONES

Fl FIl FITI FIV FV FVIi
Xilp-(1 0 0 0 2,5 0,6 0
4)-Xilp-(1 0 0 0 12,3 1,3 0
Hexp-(1 10,6 14,0 17,0 4,2 12,8 14,0
3)-Glup-(1 0 55,8 4,3 19,4 6,2 8,7
5)-Galf-(1 0 2,1 0,5 0 0 0
4)-Glup-(1 64,8 0 53,4 22,6 59,6 53,4
3)-Manp-(1 3,1 0 1,3 4,6 1,9 3,0
3)-Galp-(1 0 0 0 8,7 0 0
6)-Glup-(1 0 0 0 0 3,9 3,8
6)-Galp-(1 2,7 1,5 4,3 9,1 2,4 0
3,4)-Manp-(1 0 0 0 3,8 0 0
3,4)-Glup-(1 12,6 48 4,9 2,6 1,7 1,6
2,3)-Glup-(1 0 14 0 0 0 1,5
4,6)-Glup-(1 6,2 0 11,7 0,9 4,3 2,4
3,6)-Glup-(1 0 20,4 2,6 9,3 53 11,6
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Diagrama complementario de la Tabla 15

Los espectros de infrarrojo de las fracciones de las paredes celulares de

A. bisporus sin y con fungicida se muestran en laFig. 14.

Las fracciones FI y FI+F presentan picos de absorcion a 930, 850, 760 y 705
cm? que son caracteristicos de o-1,4-glucanos, puesto que este miSmo eSpectro es

caracteristico del polisacarido o.-amilosa

Lafraccion Fl1 muestra picos de absorcion a 930, 850 y 820 crrit, que coinciden
con los que aparecen en e o.-1,3-glucano de Aspergillus nidulans (Caonje, 1998), y la
zona de absorcion entre 810-820 cmit que ha sido descrita como especifica de los
mananos. También aparece un pico a 890 cm’ que indica la presencia de enlaces en
configuracion B posiblemente debido a las uniones de xilosa. La fraccion Fll+F no
presenta |a zona de absorcién a 820 cmi? caracteristica de mananos, y el pico a890 cmit

gue corresponden con la presencia de uniones de xilosa.

La fraccion FlII presenta los picos especificos de un o-glucano junto a un
porcentaje menor de enlaces en configuracion B que corresponden seguramente a las
uniones entre xilosas. La fraccion FIII + F no muestra € pico de absorcion

caracteristico de uniones entre xilosas.

Las fracciones FIV y FIV+F presentan un espectro que indica una mezcla de

enlaces en configuracionov y 3.

Las fracciones FV y FV+F presentan el pico a 890 cmi® caracteristico de los

enlaces en configuracion 3.
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Las fracciones FVI y FVI+F muestran el espectro tipico de 3-glucano y quitina
(890 y 950 crmit).

Los espectros de infrarrojo de las diferentes fracciones polisacaridicas
procedentes de las paredes celulares de A. bisporus complementan el estudio estructural
realizado sobre las mismas, poniéndose de manifiesto cdmo las fracciones FIl y FII1 no
solo son afectadas por e fungicida en cuanto a sus proporciones de monosacaridos y

enlaces glicosidicos, sino también en su correspondiente configuracion.
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Fig.14. Espectros de infrarrojo de las diferentes fracciones obtenidas de las paredes
celularesde A. bisporusen ausencia y presencia de procloraz-Mn
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1.10.- ANALISIS ELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS
EXTRAIDAS DE LAS PAREDES CELULARES DE A. bisporus

Las proteinas extraidas de las paredes celulares del micelio vegetativo sin tratar
y tratadas con proclorazMn se muestranen la Fig. 15. Como ya ha sido descrito, las
proteinas fueron solublizadas con tampén PBS pH 6,8 conteniendo 0,2 M de NaCl.

Mediante electroforesis disociantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) se
pudo comprobar que el micelio vegetativo sin tratar con el fungicida presenta una serie
de bandas polipeptidicas en un rango aproximado de 15-110 kDa. Sin embargo cuando
se tratd6 con fungicida dio como resultado un patrén electroforético diferente,
presentando mayoritariamente bandas polipeptidicas entre 35-120 kDa y la inhibicion
parcia y/o total de determinadas bandas entre 15-35 kDa.

kDa 1 2 3

97.4| v
66.2 | wu
450 [ «=
=
31,0 | e t b
U5 | =
-
14.4 |

~

Fig. 15. Electroforesis en condiciones disociantes (14% de poliacrilamida)

1. Patrones de peso molecular en kDa
2. A. bisporus
3. A bisporus tratado con fungicida
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1.11.- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
MEDIANTE LA TECNICA DE SOMBREADO

El sombreado con Au/Pd de las paredes celulares de A. bisporus (Fig. 16), siny
con fungicida, muestra una superficie granulosa, muy semejante en ambos @sos, que
corresponde a la capa mucilaginosa poco aterada estructuralmente por efecto del
proclorazMn, 1o que estd totalmente en consonancia con los resultados quimicos
anteriormente descritos.

1.12.- EFECTO DE DIFERENTES CEPAS DE V. fungicola SIN O
CON PRETRATAMIENTO DEL PROCLORAZ-Mn SOBRE

CULTIVOS COMERCIALES DE A. bisporus

Los resultados obtenidos de los experimentos en explotaciones comerciales a
escalaindustrial se muestran en la Tabla 16.

Tabla.16. Champifiones sanos 'y enfermos recol ectados después de la inocul acién experimental
de cultivos industriales de A. bisporus con las tres cepas de V. fungicola sin tratar o tratadas
con procloraz-Mn

Testigo | CBS CBS+F | 210 210+F 100 100+ F
N° gjemplar es sanos 759 655 677 636 525 569 592
N° ejemplares 1 140 140 125 260 178 112
enfermos
Ejemplarestotales 760 795 817 761 785 747 704
recolectados
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En dicha tabla se aprecia como en condiciones de maxima higiene se produce
una contaminacién minimacon V. fungicola, es decir un solo gemplar enfermo frente a

759 sanos.

Cuando tales cultivos se inoculan experimentalmente con las cepas CBS control
y CBS crecida en presencia del proclorazMn, la produccion de gemplares sanos y
enfermos es muy semejante en nimero, y en todo caso es algo menos infectiva la cepa
CBS+F, pues se tiene un ligero incremento en este caso en el nimero de gjemplares
sanos (677 frente 655).

Un resultado intermedio se aprecia con la cepa CIES 100 no tratada y tratada
con € fungicida, pues se poduce un numero menor de gemplares sanos en los dos
casos, con un mayor nimero de piezas enfermas por efecto de la cepa CIES 100 (178
carpéforos), y a la vez una disminucion de gemplares enfermos cuando se trata de
V. fungicola CIES 100 tratada on el fungicida (112 carpéforos). Todo ello parece
significar menor infectividad por efecto del fungicida, compensado con un ligero

incremento en el nimero de gjemplares sanos (592 carpo6foros).
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En e caso de la cepa CIES 210 no tratada y tratada con e fungicida los
resultados son claramente desconcertantes, por producir un ndmero intermedio de
giemplares sanos con la cepa CIES 210 (636 carpoforos), y € nimero més bajo de
piezas sanas cuando la cepa infectiva es CIES 210 tratada (525 carpéforos) que se
compensan con un bajo nimero de g emplares enfermos producidos por la cepa 210 no
tratada (125 carpéforos), y € mas ato niumero de piezas enfermas ocasionado por la
cepa 210 tratada (260 carpéforos), 1o que la sitila como la cepa mas infectiva de las

inoculadas a pesar de su pretratamiento con € fungicida proclorazMn.

De todos estos resultados se comprueba una vez méas como el empleo del
proclorazMn va produciendo modificaciones puntuales en las diferentes cepas de
V. fungicola, que se traducen en una distinta infectividad en cada caso.

A pesar de tratarse de experimentos realizados en cuadruplicado, pueden ser
menos significativos de lo que aparentan, s se consideran a mismo tiempo las
variaciones obtenidas en |os recuentos totales, que oscilan entre un incremento maximo
de 7,5% (en & caso de CBS tratada +F con 817 carpéforos) y un descenso de 7,36%

(para la cepa 100+F con 704 carpoforos) en relacion con €l testigo.
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Fig. 16. Sombreado de las paredes celulares de 4. bisporus
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2. BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA
VERTICILIOSIS DE LOS CULTIVOS INDUSTRIALES
DE CHAMPINON (A. bisporus).
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2.1.- ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE V. fungicola y
A. bisporus MEDIANTE MICROSCOPIA ELECTRONICA

El estudio de la interaccion entre las hifas de ambos organismos se reaizo
mediante técnicas de microscopia eectrénica de transmision y de barrido, para lo que
previamente se procedié en el laboratorio a inocular carpoforos de A. bisporus con una
suspension de conidios de V. fungicola. Cuando los cuerpos fructiferos presentaron
sintomas visibles de la verticiliosis (a 4° dia), se tomaron pequefios fragmentos del
carpoforo, y se llevd a cabo dicho estudio.

En la Fig. 17 se muestran imégenes obtenidas al microscopio electronico de
barrido. Primeramente, en la Fig. 17A se presenta una panordmica de los dos
organismos, donde apreciamos un conjunto de hifas de diferente tamafio y morfologia,
asi como esporas. En la Fig. 17B distinguimos las hifas de V. fungicola (pequefio
didmetro) de las hifas de A. bisporus. La Fig. 17C muestra con mas detalle la zona de
contacto entre los dos microorganismos, y se observa como las hifas del micopatdgeno

V. fungicola se enrollan arededor de las hifas del hospedador A. bisporus.

En las siguientes fotografias (Fig. 18) también se puede apreciar el mecanismo
de interaccion, pero esta vez mediante la técnica de microscopia electronica de
transmision. En la Fig. 18A podemos distinguir facilmente las hifas de A. bisporus de
las hifas de V. fungicola en un corte transversal, ya que éstas Ultimas presentan un
diametro menor y su contenido citoplasmético es bastante més denso a los electrones.
LaFig. 18B muestra con detalle e momento en que e micopatégeno entra en contacto
con la pared celular del hospedador, y también se puede apreciar entre las paredes
celulares de ambos organismos un material extracelular que podria ayudar a
micopatdgeno a mantenerse adherido a la superficie celular del hospedador. Por dltimo,
observamos claros signos de degradacién de la pared celular del hospedador, 1o que
permitira a patégeno penetrar dentro de la hifa de aquel (Fig. 18C).
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» Conidio V. Fungicola

Fig. 17. Interaccion entre A. bisporus'y V. fungicola
al microscopio electronico de barrido
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Fig. 18. Interaccion entre el micopatégeno y su hospedador
al microscopio electronico de transmision
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2.2. ENSAYOS DE AGLUTINACION

La fraccion Fp) extraida de las paredes celulares del micelio agregado de
A. bisporus, como ha sido descrito previamente, se incubd durante 1 h con esporas
germinadas de V. fungicola. Transcurrido este tiempo, la preparacion se observd al
microscopio de contraste de fase aprecidndose una aglutinacion de las esporas (Fig.
19B).

Como control se empled una suspension de conidios no tratados con la fraccién

Fp, y como muestrala Fig. 19A los conidios aparecieron de forma dispersa.

Paralelamente, dicha fraccion se analizd6 mediante electroforesis en condiciones
disociantes, en la cual, se observaron diferentes bandas polipeptidicas comprendidas en
un rango de 15-100 kDa (Fig. 20).
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Fig. 20. Electroforesis en condiciones disociantes (14% de poliacrilamida)

1. Patrones de peso molecular en kDa
2. Paredes celulares de A. bisporus
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Fig. 19. Ensayo de aglutinacién al microscopio de contraste de fase

A. Control
B. Esporas aglutinadas
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2.3.-INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Primeramente, se llevd a cabo el experimento de inmunofluorescencia para
comprobar s el antisuero frente al glucogalactomanano de Paecilomyces fumosoroseus
era capaz de reconocer €l polisacarido de la pared celular de V. fungicola con estructura
similar. Cuando los micelios de las diferentes cepas de V. fungicola siny con procloraz
Mn setrataron con e antisuero se produjo inmunofluorescencia (Fig. 21B). En cambio,
cuando se redizd e estudio con € suero preinmune los micelios no mostraron

fluorescencia, por lo tanto, no hubo reconocimiento (Fig. 21A).

En segundo lugar, los ensayos de inmunofluorescencia indirecta consistieron en
tratar el micelio vegetativo y agregado de A. bisporus con la fraccion constituida por €
glucogalactomanano (F1b) localizado mas externamente en la pared de V. fungicola.
Cuando € micelio agregado fue tratado con la fraccion polisacaridica extraida de las
diferentes cepas de V. fungicola sin tratar y tratadas con proclorazMn, se observé en

todos los casos que las hifas del micelio agregado mostraron fluorescencia (Fig. 22B).

En cambio, tanto las hifas agregadas no pretratadas (Fig. 22A) como las hifas del
micelio vegetativo pretratado con dicho polisacérido (Fig. 22C) fueron en ambos casos

controles negativos.

2.4.- PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA PROTEINA
DE V. fungicola IMPLICADA EN EL CONTACTO CON

A. bisporus

2.4.1. Purificacion de la proteina presente en el medio de cultivo

El material de partida fue el caldo de cultivo de V. fungicola precipitado con
(NH4)2S0;4, en las condiciones descritas en Materidles y Métodos. A continuacion se
realiz6 una columna de Sephadex G 100 seguida de otra columna de hidroxiapatito con

lo que se pudo separar una proteina que fue objeto de la siguiente caracterizacion.
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CIES 210 CIES 210+F

CIES 100 CIES 100+F

(Barra=1 pm)

Fig. 21. Inmunofluorescencia
A. Control
B. Micelio de las tres cepas de V. fungicola sin o con pretratamiento con
fungicida en presencia del antisuero de P. fumosoroseus



CIES 210 CIES 210+F

CIES 100 CIES 100+F

C

(Barra=1 pm)

Fig. 22. Inmunofluorescencia indirecta
A. Control
B. Micelio agregado de 4. bisporus + glucogalactomanano de V. fungicola
C. Micelio vegetativo de 4. bisporus + glucogalactomanano de V. fungicola
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2.4.1.1.- Electroforesis en geles de poliacrilamida

Mediante electroforesis en condiciones disociantes de la proteina de V. fungicola
purificada a partir del medio de cultivo, se encontré una Unica banda de unos 7+3 kDa
(Fig. 23A). Al redlizar la electroforesis en condiciones nativas se observo también una
anica banda pero en torno alos 704 kDa, y € correspondiente gel se muestraen laFig.
23B.
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Fig.23. Electroforesis en condiciones disociantes (A, 15 % de poliacrilamida)
y en condiciones nativas (B, 8 % de poliacrilamida)

1. Patrones de peso molecular en kDa

2. Proteina purificada

2.4.1.2.- Técnica MALDI-TOF

Para la determinacion del peso molecular de nuestra proteina se empled como
matriz acido 2,5-dihidroxibenzoico, como ya se ha descrito en Materidles y Métodos. El

peso molecular de la proteina obtenido con esta técnica fue de 7563.9 Da (Fig. 24), que
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se aproxima a encontrado mediante la electroforesis en condiciones disociantes
(7£3 kDa).
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Fig.24. Espectro de masas de |a proteina purificada de V. fungicola mediante
la técnica de MALFI-TOF

2.4.1.3.- Deglicosilacion de la proteina

El pico fino obtenido mediante latécnica de MALDI-TOF sugiere la ausencia de
glicosilacion, ya que las proteinas glicosiladas presentan un pico més ancho. Por otro
lado, para comprobar la presencia 0 no de carbohidratos en la proteina purificada, la
muestra se sometid a la accion de la endo-3-N-acetilglucosaminidasa H y con dicho
tratamiento no se observdé cambio en la movilidad electroforética de la proteina.
Después se llevd a cabo la tincion con acido periddico-Schiff tras la electroforesis en
condiciones disociantes, y dicha tincion dio resultado negativo. De todo lo que

antecede, se deduce que dicha proteina no es una glicoproteina.

2.4.1.4.- Andlisis de aminoacidos y secuencia N-terminal

En la Tabla 17 se muestra e andlisis de los aminoécidos de la proteina

purificada, y en @ se detectd la presencia de aproximadamente 50% de residuos
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hidrofobicos, un nimero relativamente ato (21,8%) de aminoacidos de bajo peso
molecular (Ala 'y Gly) y aminoécidos &cidos (Asx y Glx, 20,1%), un nimero bago
(5,5%) de aminoéacidos bésicos (Arg y Lys), asi como de residuos arométicos (4,6%),
con un solo residuo de Tyr. Los aminoécidos Hisy Met no se encontraron, detectando al

menos seis Cys, identificadas como cistinas.

Tabla 17. Andlisis de aminoéacidos de la proteina
deV. fungicola

Residuo nmol NuUmero de
residucs
Ala 5,01 10
Arg 0,87 2
Asx 476 9
Cys 153 3
Glx 243 5
Gly 2,78 5
lle 111 2
Leu 3,86 8
Lys 0,98 2
Phe 1,28 2
Pra 349 7
Ser 2,38 5
Thr 1,74 3
Tyr 0,36 1
Val 2,88 6
N°total de
residuos 73*

*El ndmero de residuos se calculd basandose ene | peso
molecular de 7563.9, obtenidoenel MALDI-TOF.
Cys s detecta como cistina.

Se determinG la secuencia N-terminal de la muestra por degradacion de Edman,

los primeros cinco residuos de la proteina fueron Thr-Asn-Val-Asp-Val.
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2.4.1.5.- Espectros de absorcion y de fluorescencia

La Fig. 25A muestra € espectro de absorcion de la proteina de V. fungicola, en
donde no se observa un méaximo claro de absorcion en la region caracteristica de los
residuos arométicos. La presencia de un residuo de Tyr, dos de Phe y seis de Cys da
lugar a un espectro con absorcién en la region 250-265, dominada por laPhey Cys.

En la Figura 25B se observan los espectros de fluorescencia de la muestra
proteica, los cuales presentan un maximo de excitacion a 280 nm y un maximo de
emision a 342 nm. Cuando la longitud de onda de la excitacion fue de 295 nm no se
detecté ninguna fluorescencia, debido a que es en esta longitud de onda donde el
aminoacido Trp presenta una fluorescencia significativa. Este hecho, junto con laforma

del espectro de absorcién apoya la ausenciadel Trp en la proteina objeto de estudio.

A B
0.7 E
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é 0.5+ - %
o 0.4t 4 gi
2 . g
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0.+ E
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
240 260 280 300 320 340 26C 300 340 380 420 460
Longitud de onda Longitud de onda

Fig. 25. Espectros de absorcion (A) y de fluorescencia (B) de la proteina de V. fungicola
purificada a partir del medio de cultivo

2.4.1.6.- Microscopia electronica de transmision segun la técnica de

sombreado

En la Fig. 26 se muestran iméagenes obtenidas mediante la técnica de sombreado
tanto de la superficie de la hifa de V. fungicola (Fig. 26A) como de la proteina
purificada del medio de cultivo (Fig. 26B), en ellas se observaron unas estructuras en

forma de pequefias varillas que se disponen més 0 menos paralelamente y se asocian en
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manojos. Dichas estructuras nos recuerdan a las descritas anteriormente en la superficie

de |as paredes celulares de | as diferentes cepas de V. fungicola.
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(Barra=0,5 p.m)

Fig. 26. Sombreado de la superficie de la hifa de V. fungicola (A)
y de la proteina purificada del medio de cultivo (B)
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2.4.2. Purificacion de la proteina del micelio de V. fungicola

Para proceder a la purificacion de la proteina del micelio de V. fungicola se
realiz6 una extraccion con 1% de SDS a pH 9,0, seguida de una cromatografia
hidrofobica, como ha sido descrito en Materiales y Métodos.

Mediante b electroforesis en condiciones disociantes de la proteina purificada
de V. fungicola se encontré una banda de unos 7+3 (Fig. 29), que coincide con la

proteina aisladay purificada a partir del medio de cultivo de este mismo organismo.
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Fig.29. Electroforesis en condiciones disociantes (15 % de poliacrilamida)
1. Patrones de peso molecular en kDa
2. Proteina purificada
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2.5.-PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA PROTEINA

DE A. bisporus IMPLICADA EN EL MECANISMO DE
RECONOCIMIENTO

Los experimentos previos de aglutinacion nos sugirieron que la fraccion Fp
extraida de las paredes celulares de los carpoforos de A. bisporus contenia una proteina,
aglutinina o lectina, capaz de aglutinar las esporas de V. fungicola. Este hecho nos
condujo a tratar de profundizar mas en el estudio de dicha fraccién proteica implicada

en € mecanismo de reconocimiento.

En este caso el material de partida fueron los carpéforos enteros de A. bisporus,
gue se sometieron a extraccion seguida de precipitacion con (NH4)»SO, en las
condiciones descritas en Materiales y Métodos. Para localizar la presencia de la proteina
de interés se realizé un primer ensayo de hemoaglutinacion sobre el material precipitado
entre el 30-100% de saturacion, asi como después de cada una de las dos columnas de

intercambio (aniénico y catidnico) realizadas para su purificacion.

Iguamente tras cada uno de los pasos citados, la precipitacion y las dos
columnas citadas, se realizaron electroforesis en condiciones desnaturalizantes, cuyos

geles se muestran a continuacion (Fig. 28).

En dichos geles podemos observar como va produciéndose paulatinamente la
purificacion de la proteina. Asi tras la realizacion de la cromatografia de intercambio
anionico mediante la cual se elimind todo el material pigmentado, que se quedd retenido
en la columna, la fraccién proteica con actividad de hemoaglutinacion se pudo eluir con

el correspondiente tampdn.

Seguidamente la fraccion de interés, es decir con actividad de hemoaglutinacion,
se pasO por una columna de intercambio catiénico, comprobandose mediante los
ensayos de hemoaglutinacion que dicha proteina quedaba retenida en la columna,
eluyéndose conun gradiente continuo de 0-1M NaCl en e mismo tampon utilizado para
la didlisis posterior a la precipitacion asi como para la cromatografia de intercambio
anionico. Posteriormente la muestra se diaizé frente a H,Od y se procediéo a su

caracterizacion.
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Fig.28. Electroforesis en condiciones disociantes (14 % de acrilamida)
1. Patrones de peso molecular en kDa
2. Extracto proteico
3. Muestra obtenida tras la cromatografia aniénica
4. Muestra purificada tras la cromatografia cationica

En la Tabla 18 aparecen los resultados obtenidos en los sucesivos pasos de la
purificacion, asi como la actividad de henpaglutinacion y el porcentgje de recuperacion
de la proteina purificada.

Tabla.18. Purificacion de la proteina de los carpéforos de A. bisporusimplicada
en e mecanismo de reconocimiento

Fraccion Volumen | Proteina Actividad de Recuperacion
(ml) total (mgq) hemoaglutinacién (%)
Total Especifica
(unidades) | (unidades'mg)
(NH4)2S04 280 663,6 17920 27,0 100
I nter cambio 92 158,2 | 11776 74,4 65,7
anionico
Intercambio 25,3 20,0 6477 324,0 36,1
catiénico
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2.5.1.- Determinacion del peso molecular de la proteina purificada

El peso molecular de la proteina purificada ha sido determinado mediante
cromatografia de exclusién molecular en Sephadex G100, electroforesis disociante y

nativa, y técnicade MALDI-TOF.

El peso molecular de la proteina estimado mediante cromatografia de filtracion
molecular se encuentra en torno a 60 kDay coincide con €l obtenido de la electroforesis
en condiciones nativas de 60+4 kDa (Fig.29). Mediante electroforesis en condiciones
disociantes encontramos una banda de peso molecular de 16+3 kDa (Fig.28), y
utilizando la técnica de MALDI- TOF obtenemos un pico de 16014,6 Da (Fig.30).

g 8
ol x

Fig.29. Electroforesis en condiciones nativas (7 % de acrilamida)
1. Patrones de peso molecular en kDa
2. Muestra purificada

152



Resultados

a.i.

350 T

300 T

250 T

16014,6

200 T

150 1

100 7

8000 1000C 12000 14000 16000 18000 m/z

Fig.30. Espectro de masas de la proteina purificada de A. bisporus mediante
la técnica de MALFI-TOF

2.5.2.- Determinacion de la proporcion de carbohidratos de la
proteina purificada

Para comprobar si la proteina purificada era de naturaleza glicoprotéica se llevd
a cabo primeramente la tincion especifica con &cido periddico-Schiff, y a obtener

resultado positivo pudimos deducir que se trataba de una proteina glicosilada.

La evaluacion del contenido de carbohidratos total en la proteina purificada
proporciono un valor de 5,6%.

El conjunto de los resultados nos indica que la proteina purificada es una
glicoproteina tetramérica constituida por 4 monémeros de un peso molecular de 16 kDa

cada uno.

2.5.3.- Analisis de aminoacidos y secuencia N-terminal

En d andlisis de aminoacidos de la proteina purificada se muestra en la Tabla

19, en @ se detecté un nimero relativamente alto de aminoéacidos acidos e hidroxilicos.
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Tabla 19. Andlisis de aminoé&cidos de la proteina

de A. bisporus
Residuo nmol Numero de
residuos

Ala 2,5C 9
Arg 3,21 11
Asx 513 18
Cys 0,24 1

Glx 451 16
Gly 451 16

lle 1,84 7
Leu 2,21 8

Lys 1,6€ 6
Phe 1,98 7
Met 0,4C 1

Ser 2,62 9
Thr 4,8€ 18
Tyr 2,8¢ 10
Val 3,61 13
His 0,2€ 1

Ne°total de
residuos 151*

*El ndmero de residuos se calculd basandoseene | peso
molecular de 16014,6, obtenido enel MALDI-TOF.
Cys s detecta como cistina.

Se determinG la secuencia N-terminal de la muestra por degradacion de Edman,

los primeros cinco residuos de la proteina fueron Thr-Tyr-Thr-1le-Ser.

2.5.4.- Ensayos de inhibicidon de la hemoaglutinacion

La especificidad de unién de la proteina purificada a carbohidratos se determind
por ensayos de inhibicion de hemoaglutinacion. Como se muestra en la Tabla 20, la

glucosa, manosa, lactosa, y N-acetil-glucosamina no inhiben la aglutinacion, a
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diferencia de la N-acetil- galactosamina que presenta inhibicion a partir de 25 mmol/L
asi como la fructosa y la galactosa que inhiben dicha aglutinacion a concentraciones
més altas. Sin embargo, €l glucogalactomanano de V. fungicola (CBS) tiene efecto
inhibitorio a partir de 6,25 mmol/L, y e mismo glucogalactomanano pretratado con
fungicida muestra inhibicion a 3,12 mmol/L o que nos indica que la lectina purificada
tiene fuerte afinidad por ciertos residuos sacaridicos de este polisacarido. Los
glucogalactomananos de las cepas CIES 210 y CIES 100 de V. fungicola sin 'y con
tratamiento previo con procloraz-Mn mostraron una accion inhibitoria similar ala de la
cepa CBS resefiada.

Tabla 20. Inhibicion de la actividad de hemoaglutinacién de la proteina de A. bisporus por varios
carbohidratos

Carbohidratos Concentraciones de carbohidratos (mmol/L)
0,78 156|312 |6,25|125|25(50| 100 | 200 | PBS
Glucosa + + + + + |+ [+ + |+ +
Manosa + + + + + |+ |+ |+ + +
Fructosa + + + + + + |+ |+ | +
Lactosa + + + + + |+ |+ | + + +
Galactosa + + + + + + |+ | + | +
N-acetil-D-glucosamina + + + + + |+ |+ | + + +
N-acetil-D-galactosamina + + + + + |+ - - - +
Glucogalactomanano** + + + - - - - - - +
Glucogalactomanano* * * + + - - - S N B - +
* & 200 mmol/L

** Glucogalactomanano de V. fungicola CBS

*** Glucogal actomanano de V. fungicola CBStratado con fungicida
+ (hemaglutinacion positiva)
- (hemaglutinacién negativa)

2.5.5.-Intentos de localizacion de la lectina en el micelio vegetativo

de A. bisporus

El micelio vegetativo de A. bisporus se sometié a mismo tratamiento que €l
micelio agregado (carpoforos) de A. bisporus, para redizar € estudio de la proteina

implicada en el mecanismo de reconocimiento.
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Después de redizar la extraccion con PBS seguida de la precipitacién con
(NH4)2SO4 se redizd un primer ensayo de hemaglutinacion asi como un gel de
electroforesis en condiciones disociantes para localizar la presencia de dicha proteina,
observandose que en & micelio vegetativo de A. bisporus no se encontré la proteina de

reconocimiento descrita para el micelio agregado de A. bisporus.
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Los hongos objeto de estudio de esta tesis doctoral presentan unas paredes
celulares con una composicion y estructura quimicas muy distintas, como corresponde a
su diferente taxonomia y filogenia, a ser V. fungicola un Hongo Imperfecto y
A. bisporus un Hongo Basidiomiceto muy evolucionado. Pero a pesar de las claras
diferencias estructural es descritas entre ellos (Michalenko et al., 1976; Garcia Mendoza
et al., 1987a; Mol y Wessels, 1990; Calonje et al., 1996; Calonje et al., 2000b), la
arquitectura molecular de ambos hongos, y en general la de todos los hongos, revela una
cierta similitud en su organizacion a presentar una capa interna microfibrilar esguel ética
a la que se asocian una 0 mas capas externas de estructura mas 0 menos amorfa o

reticulada.

En cuanto a las funciones que presenta la pared celular fungica, su estudio
constituye un tema de investigacion mas reciente que e de la composicion y estructura
guimicas ad que acabamos de hacer referencia. A las funciones mas tradicionales
asignadas ala pared celular, como su actuacién a modo de barrera para el mantenimiento
de la forma y prevenir la rotura del protoplasto, hay que afadir la presencia de
numerosas enzimas encargadas tanto de la nutricion celular como de la diferenciacion y
morfogénesis, asi como de las glicoproteinas de superficie involucradas en los sistemas
de reconocimiento celular. De todo ello se puede concluir que la pared celular es una
estructura muy dinamicay sujeta a diferentes modificaciones a lo largo del ciclo celular

del hongo de que se trate.

La pared celular de los hongos V. fungicola y A. bisporus ha mostrado ser, alo
largo de todos los estudios agqui descritos, la estructura celular fundamental donde se
desarrollan los mecanismos celulares y moleculares que dan lugar a desencadenamiento
de la verticiliosis o "mole seca' de los cultivos comercides de champifidn.
Paralelamente tanto la estructura quimica como la ultraestructura de la pared celular de
ambos hongos han resultado ser afectadas de aguna forma por la accién del fungicida

procloraz-Mn, utilizado rutinariamente para prevenir y controlar la citada micosis.
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Todos los resultados obtenidos sobre los conceptos que acabamos de exponer van

a ser seguidamente objeto de discusion.

1. EFECTO DEL FUNGICIDA PROCLORAZ-Mn SOBRE LA
ESTRUCTURA DE LAS PAREDES CELULARES DEL

MICOPATOGENO V. fungicola Y DE SU HOSPEDADOR
A. bisporus

El control de los hongos micoparasitos mediante productos quimicos es un
problema que entrafia gran dificultad y envergadura debido a que los micelios fungicos,
de una manera general, presentan propiedades ilimitadas para regenerarse a partir del
més pequefio fragmento de hifa superviviente después del tratamiento quimico
inhibitorio mas drastico. El fungicida proclorazMn, que penetraen €l interior celular del
hongo micoparasito V. fungicola, ha sido descrito como inhibidor de la desmetilacion del
C-14 necesaria para la sintesis de ergosterol, efecto que presentan ciertos derivados
pirimidinicos, triazélicos e imidazdlicos (entre estos ultimos se encuentra € procloraz
Mn), pero sin excluir otro posible modo de accion, como es la inhibicion parcia de la

sintesis de proteinas, sugerido primeramente por Siegel (1981).

Desde € punto de vista de proteccion de las cosechas vegetales, el proclorazMn
ha sido clasificado como fungicida no-sistémico o pobremente sistémico, por su baja
penetracion en las células de los hospedadores vegetal es tratados habitualmente (Hassall,
1990), y de ahi su uso tan extensivo. Pero a darse la circunstancia de que en el caso
presente de la verticiliosis 0 "mole seca"' del champifidn, € hospedador A bisporus, no es
un vegetal sino igualmente un hongo como € parésito V. fungicola, e efecto del
fungicida sobre e organismo hospedador, que a su vez es objeto de aultivo para la
alimentacion humana, es completamente distinto que cuando se previene o controla una
micosis sobre un organismo vegetal. De todo |0 que antecede y concretamente en este
caso particular, e fungicida proclorazMn se comporta como sistémico frente al
hospedador.
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El primer efecto que produce el fungicida proclorazMn sobre las paredes
celulares del micopatégeno V. fungicola, en las tres cepas objeto de estudio, es una
inhibicion parcial de la sintesis de proteinas de dichas paredes, mostrando paralelamente
un pegueiio incremento de los carbohidratos neutros totales, compensado en parte por
los correspondientes aminoazUcares, excepto en la cepa CIES 210 cuyas hexosaminas
aumentan significativamente (Bernardo et al., 2002). Estos resultados nos sugieren que,
aunque el efecto del proclorazMn sobre los polisacéridos de tales paredes celulares no
sea aparentemente muy significativo, deben producirse, sin embargo, unos cambios
estructurales en dichos polisacaridos que se reflgjan solo ligeramente en las cifras de los

componentes totales.

El estudio detallado de los monosacaridos que constituyen las fracciones
polisacaridicas aisladas de las paredes celulares de V. fungicola (Calonje et al., 2000b)
ha mostrado la presencia de los homo- y heteropolisac&ridos, glucanos y
glucogalactomananos. Los glucanos han sido ampliamente descritos en los hongos
(Gorin y Spencer, 1968; Duffus et al., 1982) presentando diferentes tipos de enlaces,
pero principalmente en (1-3), (1-4) y (1-6). Las tres fracciones de glucanos, Fla, F2Sa 'y
F3, de las paredes celulares de V. fungicola tratadas con el fungicida proclorazMn no se
ven afectadas en su composicion. La fraccion Fla de V. fungicola identificada como un
o-(1-4)-glucano con agunas ramificaciones en posicion C6, se asemeja totalmente al
glucano presente en las paredes de Paecilomyces fumosoroseus (Domenech et al., 1996),
Aphanoascus fulvescens (Leal et al., 1992), Penicillium erythromellis (Rupérez y Leal,
1987) y diferentes especies de Talaromyces (Prieto et al., 1995). Esta fraccion, sin
embargo, por efecto del proclorazMn se va haciendo més lineal, en las tres cepas
estudiadas, por pérdida parcia paulatina de los enlaces (1-4,6) asi como de los
correspondientes terminales. La fraccion F2Sa correspondiente a otro o-(1-4)-glucano
muy semejante al anterior, es decir también ramificado en (1-4,6), pierde, en presencia
del fungicida, parte de estos ultimos enlaces, principamente en la cepa CIES 100,
haciéndose progresivamente més lineal. Finalmente la fraccion F3, identificada como €l
glucano que se asocia a la quitina, con enlaces en (1-3) y (1-4) y un bajo porcentgje de
ramificaciones en C6, sufre por efecto del proclorazMn un aumento de los enlaces
(1-4) a expensas de una disminucion de los enlaces en (1-3), pero sin variaciones

significativas en sus ramificaciones en ninguna de las tres cepas estudiadas. Una
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estructura similar para un glucano iguamente insoluble in &cali fue descrita por
Horikoshi y Hda (1964) en las cubiertas de las esporas de Aspergillus oryzae, en las
paredes celulares de las formas de levadura de Verticillium albo-atrum (Wang vy
Bartnicki-Garcia, 1970) asi como en las paredes celulares de Aspergillus niger (Stagg y
Feather, 1973).

En relacion con los glucogalactomananos, e tratamiento con e fungicida
procloraz-Mn produce primeramente una disminucion de los porcentajes de glucosa que
se compensa con un aumento de galactosa, permaneciendo la manosa précticamente
inalterada. En las fracciones F1b y F2Sb, constituidas ambas mayoritariamente por un
esqueleto de manosa con enlaces o-(1-6) a que se unen en posicion C4 numerosos
residuos terminales de galactopiranosa y en menor proporcion de hexopiranosa
(seguramente glucosa), € tratamiento con fungicida da lugar en la fraccion F1b, a una
disminucion de los enlaces de glucosa en (1-4) en V. fungicola CBS, mientras que en la
fraccion F2Sb descienden los enlaces (1-3) y (1-4) de glucosa en diferente proporcién en
las tres cepas estudiadas, por |0 que los glucogal actomananos se van transformando en
galactomananos. Glucogaactomananos semeantes han sido descritos en las paredes

celulares de especies del género Paecilomyces (Leal, 1994; Domenech et al., 1996).

Como complemento a estos estudios, los andisis de los espectros de infrarrojo
han mostrado, sin embargo, que la configuracion de dichos polisacaridos no presenta
variacion alguna, cuando se comparan las mismas fracciones polisacaridicas, sin 'y con
pretratamiento con el proclorazMn, a pesar de estar claramente afectadas sus estructuras

quimicas.

Por otro lado, las proteinas de dichas paredes celulares también han sido objeto
de estudio, por la circunstancia de estar igualmente afectadas por e fungicida, como se
reflgga en € andlisis quimico global. Las electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones disociantes de los extractos proteicos de dichas paredes celulares muestran
como ciertas proteinas se ven parcialmente inhibidas por la accién del proclorazMn, y
entre ellas, particularmente la banda de 7+3 kDa, que podria corresponder a la proteina

hidrofobina.

La presencia de proteina en las paredes celulares fungicas es un hecho aceptado y

demostrado. En las paredes celulares de V. fungicola una cantidad significativa de
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material proteinaceo es extraido por agua caliente y acali, indicando que parte de este
componente se encuentra asociado a las fracciones F1 y F2 (Caonje et al., 2000b).
Después de estos tratamientos las paredes celulares no pierden su morfologia global,
pero en ambos casos sus superficies muestran claras diferencias a no visualizarse
progresivamente determinadas estructuras (Calonje et al., 2000b). La microscopia
electrénica de transmision, utilizando la técnica de sombreado, ha puesto de manifiesto
en las paredes celulares de V. fungicola pretratadas la desaparicién paulatina de ciertas
estructuras caracteristicas, apareciendo manojos de varillas, semejantes a las exhibidas
por la proteina hidrofobina. Estructuras semejantes compuestas en todos los casos por
proteina han sido descritas en hifas de Schizophyllum commune (Wessels et al., 1972),
en conidios de Trichophyton mentagrophytes (Hasimoto et al., 1976), Neurospora
crassa (Beever et al., 1979) Aspergillus niger (Cole et al., 1979), Syncephalastrum
racemosus (Hobot and Gull, 1981) y Aspergillus nidulans (Claverie-Martinet al., 1986).
Posteriormente de Vries et al. (1993) y Templeton et al. (1995) han identificado la citada

proteina, que formalas estructuras de varillas en N. crassa, como hidrofobina.

Como primera deduccion de estos estudios podemos anticipar que e procloraz
Mn induce a que la pared celular de V. fungicola reestructure quimicamente sus dos
primeras capas polisacaridicas formadas por un glucogalactomamano asociado a un
o-(1-4)-glucano, introduciendo modificaciones puntuales en ambos componentes siendo
particularmente més afectados los glucogalactomananos, e igualmente en la zona mas
interna de dicha pared, constituida por quitina cementada por un o.-(1-3)(1-4)-glucano,

modificando, en este caso, Unicamente el componente de glucano.

Esas modificaciones quimicas estructurales de los polisacéridos
glucogalactomananos, junto con la inhibicion parcia de determinadas proteinas, y
concretamente la posible disminucion de la proteina hidrofobina, podrian producir una
interferencia, mas 0 menos acusada, en los procesos de contacto y/o reconocimiento
entre el hospedador y € patdgeno previos a desarrollo de la infeccidn, manifestandose
con la tendencia a una menor infectividad por parte de las cepas CBS y CIES 100 de
dicho patégeno debido al pretratamiento suministrado, como podremos comprobar mas
adelante, que en Ultima instancia podria conducir al consiguiente control de la micosis.
Por otra parte e diferente grado de modificaciones estructurales exhibido por cada una

de las tres cepas de V. fungicola estudiadas, y mas particularmente por parte de la cepa
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CIES 210, como respuesta a fungicida, podria deberse a otro tipo de transformaciones
moleculares adicionales relacionadas con sus distintos niveles de resistencia a

proclorazMn.

En cuanto alas paredes celulares del micelio vegetativo de A. bisporus, el primer
efecto producido por € fungicida, que se detecta en el andlisis quimico global de las
mismas es, como en caso de V. fungicola, una inhibicion parciad de la sintesis de
proteinas, pero aqui compensada por un ligero aumento de los azlcares aminados,
manteniéndose los demés componentes précticamente nivelados. Por otro lado, €l
analisis de los monosacéridos de las fracciones aidadas de las paredes celulares de A.
bisporus muestra que e tratamiento con proclorazMn hace desaparecer |10s porcentajes
de manosay xilosa de la fraccion Fll, asi como también de la xilosa en la fraccién Fl 1,
mientras que las demaés fracciones son solo afectadas ligeramente en su composicion de

monosacaridos.

Al estudiar e modo de accién del fungicida proclorazMn sobre la estructura
quimica de las fracciones aisladas se observa que también se producen modificaciones
significativas en determinados polisacaridos. Asi la fraccion FI o mucilago, que
corresponde esencialmente a polisacaridos de glucosa unida en o-(1-4), con pequefias
proporciones de manosa en (1-3), galactosa en (1-6) y ramificaciones en (1-3,4) y (1-4,6)
de glucosa, aungue no es de las fracciones mas afectadas, se hace mas ramificada por
efecto del fungicida al aumertar la proporcion de estos dos ultimos enlaces.
Polisacéridos semejantes han sido descritos en otras paredes celulares fungicas como
Penicillium erythromellis (Ruperez y Leal, 1987), Aphanoascus fulvescens (Leal et al.,
1992) y diferentes especies de Talaromyces (Prieto et al., 1995). Los polisacaridos que
conforman la fraccion FI1, constituidos principalmente por residuos de o-(1-3) glucosa,
con un bajo porcentgje de (1-3) manosa, y ramificaciones en (1-3,4) de glucosay (1-3,4)
de manosa con terminales de xilosa sufren, por la accién del proclorazMn, la pérdida
tota de la manosa y la xilosa, dando lugar a un polisac&ido mayoritario de o-(1-3)
glucosa, mas ramificado que anteriormente en su posicion de glucosa (1-3,6) con
terminales también de glucosa, y apareciendo un ligero porcentaje de galactosa furanosa.
Este dltimo monosacarido ha sido descrito en los homo- y heteropolisacaridos de
diferentes especies de Penicillium, Eupenicillium, Talaromyces y Paecilomyces (Leal,

1994). La asociacion de xilosa y manosa formando el polisacarido xilomanano es
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caracteristica de las paredes celulares de |os basidiomicetos Armillaria mellea (Bouveng
et al., 1967), Polyporus tumulosus (Angyal et al., 1974) y Coprinus cinereus (Bottom y
Siehr, 1979).

Lafraccion FlII también esta claramente afectada por la accién del fungicida,
desapareciendo la xilosa y aumentando las ramificaciones de glucosa en (1-4,6), junto
con la presencia de una pequefia proporcion de galactosa furanosa, como en el caso de la
fraccion Fll. Las restartes fracciones de las paredes celulares del micelio vegetativo de
A. bisporus, FIV, FV'y FVI, estdn muy poco afectadas por la accion del proclorazMn,
mostrando Unicamente la tendencia a hacerse més ramificadas, y mas concretamente la

fraccion FIV en sus enlaces de glucosa en posicion (1-3,6).

Ademas de las modificaciones demostradas en los monosac&ridos y en los
enlaces glicosidicos de los polisacaridos de las paredes celulares del micelio vegetativo
de A. bisporus, producidas por € pretratamiento con e fungicida, la configuracion de
dichos polisacéridos también se ve afectada por € proclorazMn, particularmente en las

fracciones FIl y FII1.

En cuanto a las proteinas de las paredes celulares de A. bisporus también hemos
podido detectar modificaciones cuali- y cuantitativas en presencia de ProclorazMn, pero
en este hongo, con una organizacion molecular de sus paredes celulares muy diferente a
V. fungicola, no se pueden visualizar diferencias estructurales en su superficie, mediante
la microscopia electréonica de transmision. Paralelamente las diferencias mas
significativas en los polisacéridos de las paredes de A. bisporus producidas por €l
proclorazMn tienen lugar en los polisacaridos de las capas intermedias (fracciones FIl y
FI11) no visudizables en la superficie celular, donde Unicamente se aprecia la estructura

granulosa del mucilago, poco afectado por e fungicida.

De los estudios que acabamos de describir podemos deducir que las paredes
celulares del micelio vegetativo de A. bisporus, en presencia de la correspondiente DL s
de proclorazMn, sufren igualmente modificaciones quimicas estructurales en ciertos
polisacaridos, particularmente en los o.-glucanos de las fracciones FIl y Flll, asi como
en determinadas proteinas, que pueden coadyuvar junto con las reestructuraciones
producidas en las paredes celulares de V. fungicola, a un menor contacto y/o

reconocimiento entre el micopatégeno y € hospedador, y contribuir a control de la

163



Discusion

verticiliosis, que es en Ultima instancia e objetivo perseguido con € uso rutinario del

fungicida proclorazMn.

Las posibles consecuencias producidas por e efecto inhibitorio del fungicida
sobre las diferentes cepas de V. fungicola han podido ser estudiadas sobre |os carpoforos
de A. bisporus cultivados comerciadmente en los experimentos a escala industrial o
realizados en las propias explotaciones comerciales. A este respecto la inoculacion
experimental de V. fungicola sobre cultivos comerciales de champifion efectuados con
los tres aislamientos del patdgeno, sin tratar o tratados con fungicida, muestran la
tendencia a ser algo menos infectivos, en el caso de las cepas CBS y CIES 100 (tratadas
con proclorazMn), pero r cuando se trata de la cepa CIES 210 (igualmente tratada),
probablemente debido a las distintas modificaciones experimentadas en la estructura
guimica de la pared celular de cada uno de ellos. Ademas no debemos olvidar que las
cepas CIES 210 y CIES 100, aunque los correspondientes controles no hayan sido
pretratados por nosotros con e fungicida, de alguna forma si han sufrido las
consecuencias del proclorazMn durante un tiempo indefinido, pues cuando fueron
aidadas de las granjas de explotacion comercial ya se utilizaba rutinariamente €
fungicida como preventivo, y lo que puede ser tanto 0 mas importante, que a pesar de la
normativa vigente sobre e uso de los fungicidas, en realidad no existe un auténtico
control sobre su utilizacion. Por €llo, €l hecho de que una de las tres cepas de
V. fungicola estudiadas (CIES 210 sin tratar o tratada) se laya comportado como mas
infectiva, nos hace pensar en el peligro potencia que representa en un futuro proximo el
uso rutinario del fungicida como preventivo de la verticiliosis de los cultivos industriales

de champifion, por la posible resistencia adquirida al proclorazMn.

Estudios realizados en el Centro de Investigacion, Experimentacion y Servicios
del Champifidon (CIES) por Gea Alegria (comunicacion personal) demuestran como la
produccion total de champifiones para consumo se ve afectada numéricamente por el
empleo rutinario del proclorazMn, (entre un 10-45 % de descenso en € nimero de
carpéforos sanos recolectados, segin € tratamiento efectuado) no pareciendo, sin
embargo, influir en & peso de los carpoforos desarrollados pero, a pesar de dicho
descenso, los resultados de la produccion industrial son mas rentables que cuando hace
su aparicion la verticiliosis en los cultivos comerciales, por ocasionar cuantiosas

pérdidas econdémicas.
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De todo lo que antecede se puede deducir que € estudio de los mecanismos
celulares y moleculares de la verticiliosis puede ser muy importante para desarrollar una
viaaternativa en la lucha contra el V. fungicola, lucha en la que no sea necesario utilizar
fungicidas, y por lo tanto ir a la raiz del problema sin provocar ateraciones que nos

Ileven a obtener microorganismos resistentes indeseados.

2. BASES CELULARES Y MOLECULARES DE LA
VERTICILIOSIS (PRODUCIDA POR V. fungicola) DE LOS
CULTIVOS COMERCIALES DE CHAMPIRNON (A. bisporus)

El punto de partida de esta investigacion fue el trabajo realizado por Calonje
(1998) después de demostrar la digestion enzimética producida por V. fungicola sobre
las paredes celulares del micelio agregado de los carpoforos de A. bisporus, que tiene
lugar durante la verticiliosis 0 "mole seca' de bs cultivos comerciales de champifion.
Por otra parte sugirié la posible existencia de dos etapas previas a desencadenamiento
de la necrosis enzimdtica, una de "adhesion" més o menos inespecifica entre e
hospedador y el parésito y otra de "reconocimiento” en la que ya deberian intervenir
ligandos especificos de ambos organismos, demostrando paralelamente que A. bisporus

en su fase de micelio vegetativo no desarrollala micosis (Calonje et al., 2000a).

A lavista de estos precedentes hemos realizado un estudio sobre la interaccién de
los micelios, vegetativo de V. fungicola y agregado de A. bisporus, mediante
microscopia electronica de cortes ultrafinos, que complementa en parte las
observaciones descritas por Dragt et al. (1996) y Caonje et al. (1997). En dichos
estudios comprobamos que se produce un contacto entre las hifas de ambos organismos,
seguido de la formacion de un material amorfo en la superficie del micoparésito en su
proximidad a las hifas del hospedador, comenzando a continuacion ladigestion de las
paredes celulares de las hifas de A. bisporus en & mismo lugar en que se localiza. El
micopatogeno se desarrolla probablemente también a expensas del contenido
citoplasmético de aquellas y finaliza con la destruccion celular y posterior necrosis total
parcial de los carpéforos de A. bisporus. Un mecanismo semejante de parasitismo ha

sido descrito para los también micoparasitos Trichoderma harzianum, Stachybotrys
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elegansy Verticillium viguttatum en su infeccion a Rhizoctonia solani (Elad et al., 1987,
Benyagoub et al., 1996; Van Den Boogert et al., 1989) y Talaromyces flavus sobre
Verticillium dahliae (Fahimaet al., 1992).

La microscopia de barrido realizada sobre muestras semejantes confirma dichos
resultados, y solamente podemos afiadir que las hifas del micoparésito van rodeando las
del hospedador, entremezcldndose ambas a la vez que sus respectivas esporas Yy
distinguiéndose unas hifas de otras facilmente por su distinto grosor asi como las

esporas, entre si por su diferente tamafio.

Pero, previamente al desarrollo de la infeccion claramente detectable o lo que es
lo mismo la degradacion enzimatica del hospedador con necrosis aparente, existen cada
vez mas evidencias de la existencia de un mecanismo de reconocimiento y/o unién del
micoparasito con d hospedador, en donde parece que interaccionan una aglutinina o
lectina localizada en la superficie de este Ultimo y un polisacérido de la pared celular del
micoparésito (Nordbring-Hertz y Chet, 1986; Manochay Chen, 1991; Manochay Sahai,
1993). Este hallazgo concuerda con la observacion en e microscopio electronico,
anteriormente citada, relativa a la presencia de material amorfo en la zona de contacto de
las hifas de V. fungicola 'y A. bisporus, igualmente descrita en el micoparasitismo de
T. harzianum con R. solani (Elad et al., 1987).

Los experimentos de aglutinacién de esporas germinadas de V. fungicola en
presencia de la fraccion Fp de las paredes celulares de los carpéforos de A. bisporus
pusieron de manifiesto como en la superficie de estas Ultimas paredes existe un
componente que se une especificamente a las paredes celulares de las hifas del
micoparésito. El estudio electroforético en condiciones disociantes de dicha fraccién
mostr6, como ya expusmos anteriormente, estar constituido por distintas bandas
polipeptidicas, que a su vez se veian diferentemente afectadas por la accion del
proclorazzMn. Como la zona més externa de la pared celular del micoparésito esté
congtituida mayoritariamente por € polisacarido glucogalactomanano (fraccion F1b)
asociado a una menor proporcion de glucano (fraccion F1a) y proteinas, entre las que se
pudo identificar una posible hidrofobina (Calonje et al., 2000b), el siguiente objetivo a
desarrollar fue comprobar s este polisacarido aislado estaba implicado en el

reconocimiento y/o unién con e hospedador.
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La inmunofluorescencia microscopica realizada con un antisuero preparado
frente a glucogalactomanano de Paecilomyces fumosoroseus, muy similar a de
V. fungicola (Domenech et al., 1996) mostré que la fluorescencia se produce claramente
en los micdios de las tres cepas del micopatégeno, sin y con € efecto previo del
procloraz-Mn, a diferencia del control negativo que contiene suero preinmune y por
tanto no puede desarrollar la fluorescencia. Cuando < realiza la inmunofluorescencia
indirecta sobre € micelio agregado de los carpoforos de A. bisporus incubado con
glucogalactomanano (F1b) procedente de las tres cepas de V. fungicola, sin y con
tratamiento previo con el fungicida, se detecta siempre inmunofluorescencia positiva
mas 0 menos intensa, |10 que nos indica, por una parte, que se produce un determinado
reconocimiento y/o unién, entre un componente proteico de la pared del hospedador con
el polisacérido glucogalactomanano del micoparasito, visualizable gracias a la reaccién
inmunol égica acoplada del anticuerpo secundario rodaminado, y por otra que, aunque en
presencia de proclorazMn se hayan producido modificaciones estructurales puntuales
en el polisacérido glucogalactomanano de V. fungicola, asi como inhibiciones parciales
en determinadas proteinas de la paredes celulares de A. bisporus, el antisuero
antiglucogal actomanano todavia es capaz de reconocer el glucogalactomanano y la
inmunofluorescencia indirecta sigue siendo positiva. Sin embargo, cuando se redliza este
mismo experimento con e micelio vegetativo de A. bisporus, la inmunofluorescencia
indirecta no se produce en ningun caso, es decir, preioncubando con cada uno de los
glucogalactomananos de las cepas de V. fungicola estudiadas, |0 que nos indica
claramente la ausencia de la proteina ligando en la superficie del micelio vegetativo de
A. bisporus.

A lavigta de estos resultados en donde se ha demostrado la intervencion directa
del glucogalactomanano de V. fungicola en e reconocimiento y/o union con el micelio
agregado de A. bisporus, el siguiente objetivo a desarrollar fue iniciar el estudio de dicho
reconocimiento y/o union con las proteinas que pudieran estar implicadas en el proceso
de contacto. Como se daba la circunstancia de haber podido intuir la presencia de una
posible hidrofobina en las paredes celulares de V. fungicola, comenzamos primeramente
por el aislamiento de dicha proteina, para a continuacion proceder a su caracterizacion
estructural y a estudio de sus propiedades y, de acuerdo con los resultados obtenidos,
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intentar dilucidar € papel que juega en el citado proceso de reconocimiento y/o union

entre el micopatdgeno y € hospedador.

La proteina hidrofobina ha sido ampliamente relacionada con todos los procesos
de adhesién que realizan los hongos con las superficies hidrofébicas de las plantas y los
artropodos (Nicholson y Epstein, 1991; Jones, 1994), y como factor promotor del
establecimiento de ciertos micoparasitos sobre la superficie hidrofébica de A. bisporus
(Umar et al., 2000). Las hidrofobinas son unas proteinas de bajo peso molecular
(alrededor de 10 kDa) que pudieran estar presentes en la capa externa de la pared celular
de todos los hongos (Wessels, 1996), aunque hasta € presente solo se han descrito en
alrededor de veinte especies fungicas (Wessdls, 1997), estructurdndose en forma de
varillas agrupadas en manojos muy caracteristicos y a menudo secretdndose a medio de
cultivo (Wessels, 1994; Lugones et al., 1996, 1998; Calonje et al., 2000b, 2002).

Con d fin de aidar y purificar la hidrofobina de V. fungicola se cultivo el
micoparasito en un medio minimo sintético en el que, pasados siete dias de incubacion
estética, pudimos aidar y purificar dicha proteina. La pureza de la preparacion obtenida
después de la puificacion fue comprobada mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida, tanto en condiciones disociantes como en condiciones nativas,
obteniéndose en € primer caso, una Unica banda polipeptidicas con una masa molecular
aparente de 7+3 kDa, mientras que en e segundo, la Unica banda obtenida mostré una
masa molecular de 70+4 kDa, indicando que en solucion acuosa la proteina forma un
agregado estable debido a su carécter hidrofébico. El espectro de masa mediante la
técnica de MALDI-TOF revel6 |a presercia de un pico de 7563,9 m/z y, dada la forma
tan aguda de dicho pico, se pudo presuponer la ausencia de glicosilacién, posteriormente
demostrada por electroforesis disociante después del tratamiento con endo-[3-N-
acetilglucosaminidasa H y su posterior tincion negativa con el reactivo de Schiff. Otras
hidrofobinas previamente caracterizadas como la HFBI de Trichoderma reesei (Askolin
et al., 2001) asi como la ABH3 secretada por el micelio vegetativo de A. bisporus
(Lugones et al., 1998) han mostrado ser igualmente deglicosiladas.

Paralelamente €l micelio de V. fungicola también fue objeto de extraccion y

purificacion de hidrofobina, obteniéndose una proteina con las mismas caracteristicas
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gue la hidrofobina aidada del medio de cultivo, comprobandose de este modo su

localizacion en dicho micelio y su secrecion en € medio de cultivo.

Para la caracterizacion de la hidrofobina de V. fungicola se redizd €
correspondiente andlisis de aminoéacidos que dio como resultado un nimero y porcentgje
de residuos semejante al de otras hidrofobinas anteriormente caracterizadas, con un
contenido muy elevado de aminoacidos hidrofdébicos, junto con, a menos, seis cisteinas
identificadas como cistinas formando tres enlaces disulfuro y ninglin grupo -SH libre. La
secuencia de los cinco primeros residuos N-terminales no mostr6 homologia con otras
hidrofobinas, mientras que la falta de Trp, demostrada mediante espectrometria de
absorcion y emision de fluorescencia, es una propiedad que si la hace semejante a otras

hidrofobinas anteriormente estudiadas.

L as hidrofobinas descritas hasta la fecha han sido agrupadas como pertenecientes
alaClase | olaClase Il, de acuerdo con sus caracteristicas de solubilidad y dada su
semejanza con los patrones de hidropatia mostrados por otras hidrofobinas. La
hidrofobina objeto de estudio es soluble en etanol al 60 % y en &cido trifluoroacético al
100 % formando, después de su agitacion vigorosa, agregados que pueden solubilizarse
tanto en etanol a 60 % como en dodecil sulfato sodico a 2 %. Estas propiedades la
hacen semejante a la cerato-ulmina (Takai y Richards, 1978; Bowden et al., 1994), la
criparina (Carpenter et al., 1992) y la hidrofobina de Trichoderma reesel (Nakari-Setéla
et al., 1996), indicando que puede ser clasificada como un nuevo miembro de la Clase |1

de hidrofobinas.

La ultraestructura en € microscopio electronico de las diferentes hidrofobinas
descritas hasta € presente, ha mostrado ser en forma de varillas, agrupadas en manojos
formando un mosaico caracteristico (Wessels et al., 1972; Hasimoto et al., 1976; Beever
et al., 1979; Coleet al., 1979; Hobot y Gull, 1981; Claverie-Martin et al., 1986; de Vries
et al., 1993; Wosten et al., 1994b; Templeton et al., 1995; Lugones et al., 1996). Ta
ultraestructura ha sido igualmente detectada para la hidrofobina de V. fungicola, tanto en
la superficie celular (Calonje et al., 2000b) como en las preparaciones de hidrofobina
purificada, a su vez muy semejantes a la hidrofobina secretada por A. bisporus (Lugones
et al., 1998). Estas estructuras, detectadas en la superficie de las tres cepas estudiadas de
V. fungicola, disminuyen parcialmente por efecto del proclorazMn, como ya hemos
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demostrado anteriormente. Este hallazgo, coincide también con la inhibicion parcia de
la banda de proteina de alrededor de 7+3 kDa, presente en los extractos proteicos de las
paredes celulares de V. fungicola analizados por cromatografia disociante en geles de

poliacrilamida cuando € micopatdgeno ha sido tratado con fungicida.

La adhesién de los hongos a las superficies hidrofdbicas de las plantas y de los
artropodos es un hecho bien estudiado (Nicholson y Epstein, 1991; Jones, 1994),
favoreciendo €l establecimiento de ciertos micoparasitos sobre la superficie hidrofobica
de A. bisporus (Umar et al. 2000). Wosten et al. (1994a) demostraron gue un hongo
patdgeno se adheria a la superficie hidrofilica de una fina pelicula hidrofébica después
de que tal superficie hubiera sido humidificada por la secrecién de hidrofobina junto con
mucilago hidrofilico. Las paredes celulares del micelio vegetativo y agregado de
A. bisporus contienen hidrofobina como ha sido puesto de manifiesto por Lugones et al.
(1996, 1998), e igualmente mucilago que forma parte de la capa externa de la pared
(Garcia Mendoza et al.1987a, 1987b), por lo que la hidrofobina de V. fungicola contacta
o se adhiere, no especificamente, a la superficie de las paredes celulares, tanto de las
hifas de micelio vegetativo como de agregado de A. bisporus, aunque para &l desarrollo
de la micosis sea necesario un posterior reconocimiento mediado por ligandos més
especificos. Un comportamiento semejante de la hidrofobina de A. bisporus ha sido
descrito por Umar et al. (2000), frente a micoparasitismo producido por Mycogone

per niciosa.

Después de la caracterizacion molecular de la hidrofobina de V. fungicola, y la
valoracion de su papel en e proceso de contacto o adhesion inespecifica entre el
micopatdgeno y e hospedador, € siguiente objetivo que nos propusimos abordar fue €l
aidamiento, purificacion y caracterizacion de una proteina, aglutinina o lectina de la
superficie celular de A. bisporus implicada, junto con & glucogalactomanano de

V. fungicola, en &l reconocimiento y/o unién de ambos hongos.

Las lectinas son proteinas, de naturaleza no inmunolégica, capaces de un
reconocimiento especifico y una union reversible con ciertos ligandos de carbohidratos
complgjos sin alterar la estructura covalente de ninguno de los ligandos glicosidicos
reconocidos (Kocourek y Horgjsi, 1983). Estas proteinas se encuentran ampliamente

representadas en animales, plantas, bacterias, virus y hongos, y mas particularmente en
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estos ultimos (Coulet et al., 1970), siendo € ensayo de hemoaglutinacion la forma mas
utilizada para caracterizar la presencia de una lectina en un materia bioldgico (Lisy
Sharon, 1986). La mayoria de los estudios sobre lectinas de hongos han sido efectuados
sobre los carpoforos de algunos hongos superiores (Jeune et al., 1990; Kaneko et al.,
1993), pero también han sido descritas en algunos cultivos de micelio vegetativo
(Banerjee et al. 1982; Musilek et al. 1990).

La presencia de una lectina en los carpoforos de A. bisporus habia sido descrita
previamente por Presant y Kornfeld (1972), demostrando su propiedad de interactuar
especificamente con un receptor de eritrocitos humanos. A la vista de estos precedentes
comenzamos por aidar y purificar dicha lectina, para proceder seguidamente a su
caracterizacion funcional. La pureza de la proteina purificada pudo ser comprobada
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones disociantes,
obteniéndose una banda polipeptidica de 16+3 kDa. Una banda de este mismo peso
molecular habia sido detectada dentro de la fraccién Fp extraida de las paredes celulares
del micelio agregado de A. bisporus, fraccion que aglutinaba las esporas germinadas de
V. fungicola. El espectro de masa de la citada proteina, mediante la técnica de MALDI-
TOF, revel6 la presencia de un pico de 16.014,6 m/z, y dada la forma de este pico, ago
mas ensanchado en su base que e obtenido para la hidrofobina, y la posterior tincién de
Schiff positiva sobre la misma banda detectada por electroforesis en los geles de
poliacrilamida se pudo demostrar su naturaleza glicoproteica, igualmente demostrada
por el correspondiente andlisis quimico. A partir de las electroforesis nativas y
disociantes asi como de la cromatografia de filtracion molecular pudimos concluir que la
lectina de A. bisporus es una glicoproteina tetramérica, congtituida por cuatro

monomeros de peso molecular 16 kDa.

Experimentos paralelos realizados para €l aislamiento y purificacion de la misma
lectina a partir del micelio vegetativo de A. bisporus, dieron como resultado la ausencia
de dicha proteina en esta fase del ciclo bioldgico del citado hongo. Este mismo hecho
habia sido demostrado previamente en los también basidiomicetos superiores
Flammulina velutipes (Yatohgo et al., 1988) y Pleurotus cornucopiae (Kaneko et al.,
1993), indicando que la sintesis de lectina es regulada a lo largo de la diferenciacion y
morfogénesis del micelio, expresandose a partir de latransicion del micelio vegetativo al

agregado de los carpéforos.
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El ensayo de hemoaglutinacion positiva efectuado a lo largo de los diferentes
pasos de purificacion de la proteina nos proporciond su caracterizacion funcional,
corroborando a mismo tiempo su calidad de lectina Tanto los requerimientos
estructurales de los polisacaridos especificos para su unién con lalectina de A. bisporus,
descritos inicialmente por Presant y Kornfeld (1972), cono los inhibidores de dicha
hemoaglutinacién estan de acuerdo con nuestros resultados e igualmente con los de
Guillot y Konska (1997), Wang et al. (1998) e Irazoqui et al. (1999) relativos a otras
lectinas fungicas Estos Ultimos investigadores, a partir de estudios conformacionales,
han podido concretar que e ligando especifico de la lectina de A. bisporus es 3-galp1l-
gue enlazada tanto en -C3 como con -C4 con un monosacarido neutro o aminado, dado
gue en ambos casos la posicién axia del hidroxilo es la misma. Pero e hallazgo més
interesante, en nuestro caso, fue conseguir la inhibicion de tal aglutinacion con el
polisac&rido glucogalactomanano de V. fungicola, que presenta repetidamente € mismo
terminal que acabamos de indicar, de ahi su unidn especifica con la lectina purificada de
A. bisporus y, por tanto, ambas moléculas complementarias glucogalactomanano y
lectina, son responsables del renococimiento y/o union entre e micopatdégeno y el
hospedador.

La mayor inhibicibn de la hemoaglutinacion producida por el
glucogalactomanano pretratado con el fungicida se debe a la modificacién estructural
sufrida por dicho polisac&rido que aumenta € nimero de terminales de galactosa a
expensas de la disminucién de los terminales de glucosa, y por tanto presenta mayor
afinidad por lalectina

La estructura de la unidad repetitiva del glucogalactomanano de V. fungicola
(cepa CIES 161) ha sido recientemente desentrafiada mediante la técnica de resonancia
magnética nuclear por Domenech et al. (2002), y en ela (Fig. 31) se sefialala zona de la
molécula que corresponde a ligando especifico de la lectina de A. bisporus que es el
mismo paralas cepas CBS, CIES 210y CIES 100.
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Fig. 31. Estructurade launidad repetitiva del glucogalactomanano (n=10-15)

Esta union especifica debe ser, sin duda, la iniciadora de los mecanismos que
daran lugar al desencadenamiento de la micosis verticiliosis o "mole seca' del
champifién También, a partir de estos mismos experimentos, podemos explicar por qué
no se produce el reconocimiento y/o union entre el micopatdgeno y €l micelio vegetativo
de A. bisporus, dado que este Ultimo micelio, como hemos descrito anteriormente, no

presenta la lectina especifica.

Los resultados relativos a la composicién en aminoéacidos de la lectina purificada,
con un porcentaje significativo de aminoéacidos acidos, asi como la secuencia N-terminal
concuerdan bien con los descritos para alguna de las lectinas aidadas de otros
basidiomicetos superiores, (Wang et al., 1998; Kawagishi et al., 2000), aunque se
encuentran algunas diferencias entre ellas no solo en porcentaje de aminoacidos y
secuencia N-termina sino también en cuanto a la proporcion de azlcares, peso

molecular, nimero de subunidades y especificidad de los ligandos polisacaridicos.

De todos los estudios realizados en este segundo macro-objetivo de la presente
tesis doctoral, podemos concluir la existencia de, al menos, dos posibles vias para tratar
de erradicar, en un futuro préximo, la verticiliosis del champifién, implicando ambas la
transformacion genética del organismo hospedador, con la construccion de cepas de
A. bisporus " no adherentes’ a V. fungicola, deficientes en sus dos proteinas implicadas,
la hidrofobina y la lectina. La primera via de transformacion de A. bisporus, que implica
alahidrofobina, estd siendo abordada en estos momentos por e grupo de investigacion
de Wessels (Lugones et al. 1996, 1998), mientras que la segunda, relativa a la lectina,
esperamos poder iniciarla nosotros mismos en breve, confiando en que los resultados
obtenidos nos lleven a la obtencién de cepas suficientemente estables, extremo no

totalmente conseguido con las transformaciones efectuadas hasta €l presente.
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12.- El fungicida proclorazMn produce sobre las paredes de V. fungicola una inhibicion
parcial de la sintesis de las proteinas junto con una redistribucién del resto de los

componentes y una reestructuracion de los polisacéridos neutros.

22- El efecto del fungicida sobre la estructura de los polisac&ridos neutros e las tres
cepas de V. fungicola es claramente diferente de una cepa a otra. En las cepas CBS y
CIES 100 dicho tratamiento da lugar a una menor patogenicidad, |0 que puede
contribuir al control de la verticiliosis, mientras que la cepa CIES 210 se muestra méas
infectiva, o que puede implicar diferentes niveles de resistencia debido a un grado de

exposicion a proclorazM n menos controlado.

32.- Las paredes celulares de A. bisporus sufren también, por efecto del fungicida, una
reestructuracion de sus carbohidratos junto con lainhibicién parcial de la sintesis de sus

proteinas, modificaciones que podrian contribuir a control de la micosis.

42- Hemos podido comprobar que la utilizacién del procloraz-Mn, utilizado
rutinariamente como preventivo de la verticiliosis en los cultivos industriales de
champifién, conlleva numerosos riesgos, por 1o que e conocimiento de los mecanismos
celulares y moleculares desencadenantes del micoparasitismo de V. fungicola constituye

la via mas directa para conseguir el control de la infeccion.

52- Mediante inmunofluorescencia indirecta hemos demostrado que € polisacarido
glucogalactomanano de las paredes celulares de V. fungicola, aislado y purificado
previamente, se une a la superficie de las hifas del micelio agregado de A. bisporus,

pero N6 aladel correspondiente micelio vegetativo.

62.- Hemos podido aidar, purificar y caracterizar la proteina hidrofobina de las paredes

celulares de V. fungicola que, junto con las hidrofobinas de las paredes celulares de los
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micelios vegetativo y agregado de A. bisporus anteriormente descritas, intervienen en el

contacto inespecifico entre ambos organismos.

72- lguadmente hemos aidado, purificado y caracterizado la lectina del micelio
agregado de A. bisporus que constituye el ligando especifico del glucogal actomanano
de V. fungicola, con lo que se demuestra la existencia de |a etapa de reconocimiento y/o
union, anteriormente supuesta.

82.- Hemos podido demostrar también que el micelio vegetativo de A. bisporus presenta
Unicamente la etapa de contacto inespecifico con V. fungicola, pues no es capaz del
reconocimiento y/o union posteriores a no poseer la lectina en esta fase de su ciclo

biolégico, y por elo no llega a contraer la enfermedad.
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