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RESUMEN



Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici es un hongo patégeno que infecta plantas de
tomate a través de su raiz. En este trabajo se ha investigado las bases moleculares que
determinan la patogenicidad de este hongo sobre plantas de tomate, estudiando la importancia
de enzimas hidroliticas, particularmente lipasas y poligalacturonasas, debido a su particular

capacidad para degradar la cutina y la pectina, presentes en la pared celular de plantas.

El perfil lipolitico de F. oxysporum f.sp lycopersici ha sido analizado mediante estudios in
silico y ensayos bioquimicos de actividad. Se han identificado vienticinco lipasas estructurales
que presentan el pentapéptido -Gly-X-Ser-X-Gly-, caracteristico de lipasas fungicas, y la
secuencia sefial de secrecién. Ademas, se han identificado dos reguladores de lipasas, ctf1 y
ctf2. El perfil transcripcional de trece genes lipasas durante la colonizacion de plantas de tomate
ha revelado que lip1, lip3 y lip22 estan altamente inducidas entre las 21-96 horas post-infeccion.
Para estudiar su participacion en patogénesis, se ha llevado a cabo la interrupcion génica de
cinco genes lipasas (lip1, lip2, lip3, lip5 y lip22) y dos genes reguladores (ctf1 y ctf2), asi como un
doble mutante Actf1Actf2. Los analisis de expresion llevados a cabo por qRT-PCR de las lipasas
estructurales en los mutantes Actf1, Actf2 y Actf1Actf2 ha revelado la existencia de una
regulacidon compleja de las lipasas de F. oxysporum. La reduccién de la actividad lipasa total, asi
como la reduccion de la virulencia en los mutantes Actf1, Actf2, y Actf1Actf2 son una evidencia

del papel relevante que juega el sistema lipolitico en la virulencia de este hongo.

El estudio in silico de las poligalacturonasas presentes en Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici ha tenido como resultado la identificacion de seis endo-poligalacturonasas y cuatro
exo-poligalacturonasas, que presentan los dominios conservados caracteristicos de
poligalacturonasas fungicas. Los analisis de expresion llevados a cabo mediante qRT-PCR han
revelado que tan solo dos endo-poligalacturonasas (pg? y pgb) y dos exo-poligalacturonasas
(pgx4 y pgx6) se expresan a nivel significativo en presencia de pectina y durante la colonizacion
de plantas de tomate, mostrando su implicacion durante el proceso de infeccion. El intento de
interrupcion génica de los dos genes poligalacturonasas principales (pg?7 y pgx6), no ha

resultado exitoso hasta el momento.



Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici is a fungal pathogen that infects tomato plants
through their roots. In this work we have investigated the molecular basis determining the
pathogenicity of this fungus on tomato plants, by considering the importance of hydrolytic
enzymes, particularly lipases and polygalacturonases, due to its unique ability to degrade cutin

and pectin both important polymer constituyents of the plant cell wall.

The lipolytic profile of Fusarium oxysporum f.sp lycopersici has been studied by in silico
search and biochemical enzyme activity analyses. Twentyfive structural secreted lipases were
predicted based on the conserved pentapeptide -Gly-X-Ser-X-Gly-, characteristic of fungal
lipases, and secretion signal sequences. Moreover, a predicted lipase regulatory gene has been
identified in addition to the previously characterized ctf1. The transcription profile of thirteen lipase
genes during tomato plant colonization has revealed that lip7, lip3, and lip22 are highly induced
between 21 and 96 h after inoculation. Deletion mutants in five lipase genes (lip1, lip2, lip3, lipd
and /ip22) and in the regulatory genes ctf1 and ctf2, as well as a Actf1Actf2 double mutant, have
been generated. qRT-PCR expression analyses of structural lipase genes in the Actf1, Actf2 and
Actf1Actf2 mutants has indicated the existence of a complex lipase regulation network in F.
oxysporum. The reduction of total lipase activity, as well as the severely reduced virulence of the
Actf1, Actf2, and Actf1Actf2 mutants provides evidence for an important role of the lipolytic

system of this fungus in pathogenicity.

In silico study polygalacturonases present in F. oxysporum f.sp. lycopersici has resulted
in the identification of six endo-polygalacturonase and four exo-polygalacturonase, presenting
conserved domains characteristic of fungal polygalacturonases. Expression analysis performed
by qRT-PCR has revealed that only two endo-polygalacturonase (pg?7 and pg5) and two exo-
polygalacturonase (pgx4 and pgx6) were expressed at significant levels and in the presence of
pectin during tomato plant colonization, showing their involvement during the infection process.
Gene disruption attempts on the two main polygalacturonase genes (pg7 and pgx6) have not yet

resulted successful.






INTRODUCCION GENERAL



1. Interaccion planta patégeno

Las interacciones entre plantas y patdgenos han tenido gran impacto en la historia de las
civilizaciones, debido a las graves pérdidas causadas por enfermedades en plantas cultivadas,
sobre todo por hongos. Actualmente, los patdégenos causan dafios al 15 % de la cosecha total.
La lucha contra estos patégenos depende del empleo de pesticidas, lo que implica problemas de
contaminacion y la aparicion de cepas resistentes, o del uso de cultivares resistentes cuyo coste
es elevado. El conocimiento molecular de las interacciones planta-patégeno es fundamental para
entender los mecanismos que regulan la infeccion y poder aplicar dicho conocimiento para la

proteccion de los cultivos, evitando el uso de agentes quimicos.

Las interacciones son procesos complejos, con estadios en los que intervienen
mecanismos de reconocimiento a distintos niveles. La combinacién de todos ellos determina el
éxito o el fracaso de la infeccion (Callow, 1987). Los hongos son uno de los principales
patdégenos de plantas y, a pesar de poder subsistir de forma saprdfita, en general desarrollan su
ciclo de vida en el interior de la planta parasitada. Este hecho hace que sean considerados como
organismos necrotrofos, ya que obtienen los nutrientes de la planta sin necesidad de

mantenerlas vivas para completar su ciclo (Agrios, 1997).

Los mecanismos de defensa de las plantas abarcan desde la proteccién no especifica y
pasiva que confieren las barreras preformadas como la cuticula y la pared celular, hasta
respuestas activas y altamente especificas propias del hospedador o de un cultivo determinado
(Jackson & Taylor, 1996). Los patégenos, por su parte, han desarrollado estrategias para
penetrar en la planta, invadir sus tejidos, crecer y propagarse en su interior. En los afios 50, se
propuso la hipétesis denominada “gen por gen” (Flor, 1947; Flor, 1971) segun la cual para cada
gen de avirulencia (avr) del patdgeno existe en la planta el correspondiente gen de resistencia
(R). La pérdida o mutacion de un gen avr conllevaria la desaparicion de la resistencia mediada

por el gen R correspondiente.

1.1. Reconocimiento del hospedador y del patégeno

Los patdgenos detectan la proximidad de la planta y ponen en marcha su maquinaria de
ataque y de adaptacién al interior de la misma. Por su parte, la planta reconoce la presencia del
patdgeno y desarrolla la respuesta de defensa para detener la invasion. Es bien conocido que los

patégenos detectan la presencia del hospedador antes de establecer contacto fisico. Por tanto,
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disponen de mecanismos de sefalizacion para detectar compuestos de la planta y responder

activando genes para el ataque.

El primer paso para la defensa activa es reconocer al patdgeno mediante receptores de
membrana que reconocen moléculas producidas durante la interaccion, conocidas como
elicitores, ya sean de la propia planta (endégenos) o del patégeno (exdgenos). Dichos elicitores
inducen cambios estructurales y/o respuestas bioquimicas asociadas con la resistencia a la
enfermedad. Las estructuras superficiales, como la cuticula o la pared celular estan involucradas
en la percepcidn de sefales del exterior de la planta, al ser las primeras estructuras que entran
en contacto con el patégeno. En general, los dominios extracelulares de los receptores de
elicitores son diversos, pero los dominios citoplasmaticos estan muy conservados, y por ello la
respuesta ante diferentes patdgenos es parecida (Benhamou, 1996; Hammond-Kosack & Jones,
1996).

1.2. Penetracion en la planta
Tras entrar en contacto con la planta, el hongo penetra en ella. Para ello, tiene que
atravesar las estructuras superficiales de las células, como la pared celular y la cuticula, que

constituyen una barrera fisica, impermeable y rigida (Di Pietro et al, 2009).

Los patdgenos que penetran por zonas aéreas se encuentran con la cuticula compuesta
por cutina, un poliéster de acidos grasos, impregnado en mayor o0 menor medida por ceras, que
debe ser superada mediante proteinas que hidrolizan los enlaces éster presentes en los acidos
grasos, o mediante la formacién de estructuras de infeccion especializados o apresorios, que
proporcionan la presién necesaria para atravesar la superficie exterior (Agrios, 1997). Ademas,
los lipidos cuticulares o los productos de su degradacion actian como mensajeros en el
patdégeno y en el hospedador, incluso induciendo la germinacién y/o la formacién del apresorio
(Kolattukudy et al, 1995). Por el contrario, en patdégenos del suelo la primera barrera fisica es la
pared celular formada por una capa de celulosa, otra de pectina y otra de hemicelulosas, como el
xilano o el glucano, ademas de proteinas estructurales y funcionales (Carpita & Gibeaut, 1993),
la cual sufre cambios quimicos y estructurales para evitar la penetracion del patdégeno. En estos
casos es frecuente que la penetracion a través de la raiz dependa de enzimas hidroliticas. Las
enzimas extracelulares, sintetizadas por patéogenos, que degradan las capas externas del

hospedador son conocidas como CWDE (Cell Wall Degrading Enzymes). Los patdgenos poseen



un nivel basal de estas enzimas que generan los mondmeros correspondientes. Estos
mondmeros se unen a receptores especificos del hongo y desencadenan la activacion de
factores de transcripcion que inducen la expresion de los correspondientes genes estructurales.
Las CWDEs capacitan al patégeno para invadir los tejidos de las plantas, pero por otro lado

pueden activar sus defensas (Di Pietro et al, 2009; Walton, 1994).

1.3. Colonizacién

Tras la penetracién, los hongos colonizan la planta a través de los espacios
intercelulares, pasando de una célula a otra. En este punto la planta ha activado sus
mecanismos de defensa. Una respuesta fisica consiste en generar barreras para restringir el
avance del patégeno. Este tipo de defensa se basa en el engrosamiento de la pared celular por
calosa y lignina, reforzando los posibles sitios de penetracién y/o en lugares donde se encuentra

el hongo (Hammond-Kosack & Jones, 1996).

Otro mecanismo es la produccion de compuestos quimicos como toxinas o especies
reactivas de oxigeno (EROs) (Hammond-Kosack & Jones, 1996; Lamb & Dixon, 1997). Las
toxinas se sintetizan como consecuencia del metabolismo de la planta, o bien a través de
reacciones dirigidas a su produccion (Bednarek & Osbourn, 2009; Morrissey & Osbourn, 1999;
Osbourn, 1996). Estas se clasifican en fitoanticipinas, si se producen de forma constitutiva, como
la a-tomatina del tomate (Roddick, 1977) o como fitoalexinas, que se inducen en mayor cantidad
cuando hay infeccidn, como la pisatina del guisante o la phaseolina de las judias (Matthews &
Van Etten, 1983).

Las plantas también pueden sintetizar y acumular proteinas relacionadas con las
patogénesis, denominadas proteinas PR. Estas proteinas son inducidas sistémicamente, y su
funcion esta relacionada con la inhibicidn del crecimiento del patégeno, su multiplicacion y su

expansion en el interior de la planta (Van Loon, 1999).

Otra respuesta consiste en la muerte rapida de las células que rodean al sitio de
infeccién, conocida como hipersensibilidad. Las células de la planta mueren, se produce una
acumulacion local de fitoalexinas y se refuerza la pared celular por la deposicion de calosa,

lignina y suberina, dificultando asi el avance del hongo (Lamb & Dixon, 1997).



El patégeno contrarresta la defensa de la planta secretando compuestos anéalogos a
hormonas vegetales que alteran la fisiologia de la planta en beneficio del patégeno, como las
fitotoxinas. Ello provoca la liberaciéon de nutrientes y la supresion de la defensa (Agrios, 1997).
Muchos patégenos producen enzimas que detoxifican las toxinas vegetales. Algunas de estas
moléculas son responsables del establecimiento de la enfermedad, y su carencia causa la
ausencia de sintomas (Jackson & Taylor, 1996). Por ello, las moléculas necesarias para la
infeccion se denominan factores de patogenicidad y aquellas que contribuyen a la capacidad de

infectar y provocar los sintomas de la enfermedad se denominan factores de virulencia.

Después de una primera infeccién, la planta puede reaccionar rapidamente ante la
llegada del mismo u otro patdégeno relacionado (Dixon & Lamb, 1990). La respuesta frente a la
primera y segunda infeccidén es la misma, pero la segunda es mas rapida ya que las células
estan preparadas para detener la infeccion. Esto se debe a que las moléculas de senalizacion
que se generan tras la primera infeccién se acumulan durante varios dias y difunden por toda la
planta, llegando a zonas alejadas del sitio de infeccién. Este proceso se conoce como resistencia

sistémica adquirida (SAR) o inmunidad de las plantas.

2. El género Fusarium

El género Fusarium comprende un amplio y heterogéneo grupo de ascomicetos que
pertenecen a la clase Sordariomicetos, orden Hipocreales, familia Nectriaceae. Se encuentra
ampliamente distribuido, e incluye numerosas especies, la mayoria patéogenos vegetales
capaces de causar marchitez vascular en numerosos de cultivos y de producir toxinas letales
para especies animales (Moss & Smith, 1984). También incluye especies no patégenas,
saprofitas y parasitas de otros organismos, incluido humanos inmunodeprimidos (Ortoneda et al,
2004; Vartivarian et al, 1993). Algunas especies son capaces de completar el ciclo sexual,

aunque la mayoria presenta reproduccion asexual.

Debido a las pérdidas econdmicas originadas por la infecciéon con este género, y a la
facilidad para su cultivo y manejo en el laboratorio, existe gran interés en el estudio de sus
mecanismos de infeccién. Recientemente se han desarrollado herramientas gendémicas que
facilitan la investigacién en estas especies, entre las que destacan la secuenciacién y anotacion
del genoma de Fusarium graminearum (Cuomo et al, 2007), Fusarium verticillioides y Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici (Ma et al, 2010) aislado 4287 por el Broad Institute



(https:://www.broad.mit.edu/annotation). Por otra parte, algunas especies del género tienen valor
biotecnolégico y se utilizan en control biolégico y comercial, por la produccién de ciclosporina y
giberelinas (Desjardins et al, 1993), y en la obtencién de biomasa fungica para la elaboracién de
alimentos (Wiebe, 2002).

2.1 Fusarium oxysporum

F. oxysporum se describe como un patégeno de plantas, con hifas hialinas y septadas, y
sin ciclo sexual conocido (estado telomérfico o peritecial), capaz de parasitar mas de 120 cultivos
diferentes, ademas de infectar a personas inmunodeprimidas (Di Pietro et al, 2003). F.
oxysporum es un patdégeno del suelo, que se ha convertido en excelente modelo de
experimentacion para conocer el proceso de infeccion de estos patégenos, y de su mecanismo
de virulencia en mamiferos inmunodeprimidos. Asi, F. oxysporum ha sido propuesto como el

primer modelo de patégeno multihospedador en hongos (Ortoneda et al, 2004).

En 1940, Snyder y Hansen incluyeron a todas las especies de Fusarium, seccion
Elegans, en un unico complejo denominado F. oxysporum. Cada aislado de F. oxysporum
produce marchitez vascular en una especie vegetal determinada y, de acuerdo con la
especificidad del huésped, se han clasificado en diferentes forma specialis (Armstrong &
Armstrong, 1981). Como ejemplo, la forma specialis lycopersici, objeto de estudio en este
trabajo, es patégena para plantas de tomate (Lycopersicon esculentum). Las relaciones
filogenéticas entre aislados ha demostrado que la capacidad para infectar una especie vegetal
ha surgido independientemente varias veces a lo largo de su evoluciéon (Baayen et al, 2000;
O'Donnell et al, 1998). La variacién genética observada en una especie con reproduccién
asexual se atribuye a mecanismos alternativos como transposones (Daboussi & Capy, 2003) o a

la formacion de heterocariontes (Teunissen et al, 2002).

2.1.1. Biologia

F. oxysporum forma un micelio de textura algodonosa y color blanco que puede variar de
color, desde rosa palido hasta purpura oscuro, segun el aislado y las condiciones ambientales, y
también afectar a la velocidad de crecimiento, a la forma, tamafo y abundancia de sus esporas,

y al numero de septos de sus hifas (Booth, 1971). Las esporas de F. oxysporum pueden ser de
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tres tipos (Figura 1). Las macroconidias representan las esporas tipicas del género, aunque son
las menos abundantes. Estan constituidas por un nimero de células que oscilan de tres a cinco,
son septadas, puntiagudas e inclinadas hacia los extremos. Las microconidias, con una o dos
células, son las mas abundantes y presentan formas ovaladas y cilindricas. Las clamidosporas,
también con una o dos células, presentan una forma esférica y tienen una pared engrosada

siendo las mas resistentes (Agrios, 1997).

o | 1 R
st r < 17 %
= v Ve \ 2

e < Z . ¥ §. =
/- x . . '

Figura 1. Esporas de Fusarium. A, Macroconidias. B Microconidias. C Clamidosporas.

F. oxysporum se propaga en distancias cortas principalmente por irrigacién con agua o
por equipos contaminados, y puede distribuirse a largas distancias en forma de esporas
transportadas por el viento (Agrios, 1997) y se encuentra practicamente en todos los

ecosistemas terrestres.

2.1.2. Ciclo de vida

F. oxysporum es un patégeno del suelo, donde puede permanecer largos periodos de
tiempo en ausencia de la planta hospedadora, principalmente como clamidospora o creciendo en
restos de materia organica o exudados de raices (estado saprofitico) (Beckman, 1987) (Figura
2). Cuando percibe la proximidad de la planta, se induce la germinacién de las esporas y la
penetracion de aquellas (estado parasitico). Ademas pede vivir en la parte externa de raices de
plantas no hospedadoras. Una vez en el interior de una planta hospedadora, crece hasta
alcanzar los vasos del xilema, colonizando las partes mas altas y provocando la enfermedad

(estado patogénico).
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Induccién de sintomas
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Figura 2. Ciclo de vida de F. oxysporum (Beckman, 1987).

2.1.3. El proceso de infeccion

F. oxysporum reconoce las raices de la planta mediante diferentes mecanismos de
sefalizacion que perciben la presencia del exudado de las mismas. Se conocen dos rutas de
transduccion que activan estas senales y regulan el desarrollo y la virulencia del hongo: la
cascada de la adenosina monofosfato - proteina quinasa A (AMPc-PKA) y la ruta de la proteina

quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Di Pietro et al, 2001).

Tras la adhesién de las esporas a la superficie de la raiz, se forma una densa red de hifas,
visible a las pocas horas que parece necesaria para iniciar la penetracion (Figura 3) (Czymmek
et al, 2007; Olivain & Alabouvette, 1999; Rodriguez-Galvez & Mendgen, 1995). La microscopia
electrénica ha mostrado la inexistencia de apresorios o hifas especiales de penetracion (Figura
3) (Olivain & Alabouvette, 1999) y la formacién de hifas que penetran la pared de las células
epidérmicas tras el estrechamiento y la formacidon de un septo en el punto de penetracién
(Pareja-Jaime et al, 2010; Perez-Nadales & Di Pietro, 2011). La penetracion de la raiz conduce a
una pérdida de turgor de las células vegetales y a una retraccion de las mismas a medida que el

hongo avanza hacia el cortex (Figura 4).
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Figura 3. A Hifas de F. oxysporum f. sp. lycopersici colonizando la raiz (flecha), tras 48 horas de la
inoculacion. Barra, 40 ym (Olivain & Alabouvette, 1999). B Detalle de la adhesién y penetracion de una
espora de F. oxysporum f. sp. lycopersici en células de raiz. Barra, 8 ym (Pareja-Jaime et al, 2010).

Por su parte, F. oxysporum debe adaptarse al ambiente hostil del interior de la planta,
poniendo en marcha su maquinaria de ataque mediante la produccion de CWDEs (Di Pietro et al,
2009), la produccion de enzimas que degradan los compuestos téxicos de las plantas como
tomatinasas o lacasas (Canero & Roncero, 2008; Pareja-Jaime et al, 2008) y el refuerzo de su
pared celular para resistir los dafios causados por estas sustancias toxicas. Tras superar estas
defensas, el hongo invade el cértex creciendo por los espacios inter e intracelulares hasta llegar
al sistema vascular, donde asciende hacia las partes aéreas. Dentro del xilema, Fusarium se
ramifica y produce esporas que son transportadas por la savia a otras partes de la planta, donde

germinan y de nuevo esporulan.

La proliferacion del micelio y el desarrollo de estructuras de defensa en la planta para
detener al patégeno provocan la obstruccidon de los vasos conductores originando un
desequilibrio hidrico a raiz tras el cual las hojas cierran sus estomas, comienzan a amarillear y
finalmente se marchitan, junto con el tallo y el resto de la planta. En ese momento, el hongo
coloniza la planta moribunda y crece vigorosamente como saprdfito, produciendo gran cantidad
de biomasa flngica y clamidosporas, que caeran al suelo hasta la aparicion de un nuevo
hospedador (Beckman, 1987).
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Figura 4. Mecanismo de infeccién de F. oxysporum. A-C Crecimiento inter e intracelular del hongo en las
células parenquimédticas de la planta, dos dias después de la infeccion (H = célula hifal; HC = célula del
hospedador) (Mary Wanijiru et al, 2002; Pareja-Jaime et al, 2010). D Penetracion de una hifa infectiva de
Fusarium a través de la pared celular epidérmica vegetal (ECW = pared celular epidérmica; IH = hifa de
infeccion). E Hifas de F. oxysporum f. sp. lycopersici portador del gen gfp en el interior de los vasos del

xilema de tomate (Di Pietro et al, 2001).

2.1.4. Genes esenciales para la patogénesis

En F. oxysporum se han empleado dos aproximaciones experimentales para la
identificacién de genes esenciales en patogénesis (Di Pietro et al, 2003): la anulacién dirigida de
genes responsables de proteinas con funcién conocida y presumiblemente relevantes durante el
proceso de infeccién; y alternativamente, la insercion al azar de fragmentos de ADN, por
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens (de Groot et al, 1998) o integracion de
elementos moéviles (Li Destri Nicosia et al, 2001; Lopez-Berges et al, 2009) y la posterior
identificacion del gen interrumpido (Madrid et al, 2003). La anulacion dirigida de genes ha sido el
método que ha generado mayor informacion. La tabla 1 resume los genes caracterizados en F.

oxysporum, esenciales en patogénesis.
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Tabla 1. Genes de F. oxysporum que intervienen en patogénesis estudiados por interrupcion.

Gen Anotacion Zri:’LrlJlli ?:;? Referencia

velB Ortélogo de Velvet B reducida Lopez-Berges et al., 2012a
laeA Regulador de metabolitos secundarios reducida Lopez-Berges et al., 2012a
fhk1 Histidina quinasa reducida Rispail y Di Pietro, 2010

ste12 Factor de transcripcion reducida Rispail y Di Pietro, 2009

meaB Eaatcat ggﬁ:r;;ang:ﬁ%zgfflp; Rzl reducida Lépez-Berges et al., 2009

areA Eaatcat g;ﬁ:,;;ag.ir:ﬁfgg;r%ATA; Activador del reducida Lopez-Berges et al., 2010

chsV Quitin sintasa clase V avirulento Madrid et al., 2003

chsV/chsVb  Quitin sintasa clase V / Quitin sintasa clase VIl avirulento Martin Urdiroz et al., 2008
chsVb Quitin sintasa clase VIl avirulento Martin Urdiroz et al., 2008

clet1 Canal de cloro dependiente de voltaje reducida Cariero y Roncero, 2008

hapX Egrigggtea :{:Tf;iﬁg?g Sl ReEELer et e reducida Lépez-Berges et al., 2012b
fmk1 MAP quinasa avirulento Di Pietro et al., 2001

fmk1/fhk1 MAPK / Histidina quinasa avirulento Rispail y Di Pietro, 2010
fmk1/fso1 Proteina WW avirulento Prados Rosales y Di Pietro, 2008
fmk1 msb2 MAP quinasa / Mucina avirulento Perez-Nadales y Di Pietro, 2011
fmk1/fgb1 MAP quinasa / Subunidad b de proteina G avirulento Delgado-Jarana et al., 2005
sst2 Regulador de proteinas G reducida Michielse et al., 2010

msb2 Mucina transmembrana reducida Perez-Nadales y Di Pietro, 2011
chs7 Chaperona de quitin sintasas reducido Martin Urdiroz et al., 2004

chs2 Quitin sintasa 2 reducida Martin Urdiroz et al., 2004

veA zgt:égﬁs\r/ﬁévsgcf:g:;:ta 2l e el y reducida Lopez-Berges et al., 2012a
fgb1 Subunidad b de proteinas G reducida Delgado-Jarana et al., 2005
abc3 Transportador de varias drogas reducida Lopez-Berges et al., 2012a
beas Beauvericina-enniatina sintasa reducida Lopez-Berges et al., 2012a
rho1 GTPasa tipo Rho avirulento Martinez-Rocha et al., 2008
tom1 Tomatinasa 1 reducida Pareja-Jaime et al., 2008

gas1 Beta-1,3-glucanosiltransferasa avirulento Caracuel et al., 2005

fgat Subunidad a de proteina G reducida Jain et al., 2002
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fga2
fr1
frp1
snf1
cmlet
pacC
arg1
cti6
dew1
fow1
fow2
fpd1
ftf1
pex12
pex26
sget

six1

Subunidad a de proteina G
Factor de transcripcion
Proteina F-box

Proteina quinasa
Carboxy-cis, cis-muconato ciclasa
Factor de transcripcion
Argiinosucinato liasa
Factor de transcripcion
Proteina de pared
Transportador mitocondrial
Factor de transcripcion
Proteina reguladora
Factor de transcripcion
Peroxina

Peroxina

Factor de transcripcion

Proteina efectora

avirulento
reducida
avirulento
reducida
avirulento
muy virulento
reducida
reducida
reducida
reducida
avirulento
reducida
reducida
reducida
reducida
avirulento

reducida

Jain et al., 2005

Divon et al., 2006
Duyvesteijn et al., 2006
Ospina-Giraldo et al., 2003
Michielse et al., 2012
Caracuel et al., 2005
Namiki et al., 2001
Michielse et al., 2009
Michielse et al., 2009
Inoue et al., 2002
Imazaki et al., 2007
Kawabe et al., 2004
Ramos et al., 2007
Michielse et al., 2009
Michielse et al., 2009
Michielse et al., 2009

Rep et al., 2005

2.1.5 Control de la fusariosis

con agentes quimicos y el empleo de variedades de plantas resistentes. La sociedad demanda
alimentos libres de residuos quimicos y esta concienciada de la necesidad de preservar el medio
ambiente, por lo cual son necesarios métodos alternativos de control que incluyen la solarizacion
del suelo o el uso de agentes de biocontrol, como microorganismos antagonistas o aislados de
Fusarium no patégenos (Alabouvette et al, 2006; Fravel et al, 2003). Por ello son necesarias
nuevas estrategias de control de la enfermedad, que requieren un conocimiento preciso de las
bases moleculares del proceso de patogénesis que permita encontrar nuevas dianas y disefar

antibidticos con accién dirigida, o compuestos y agentes que controlen de forma ecoldgica estas

plagas.
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El objetivo general de la tesis ha sido profundizar en el conocimiento de algunas de las
bases moleculares que determinan la virulencia del hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
sobre plantas de tomate, en particular del papel de las enzimas involucradas en la hidrdlisis de
componentes estructurales y funcionales del hospedador. Para ello se han abordado los

siguientes objetivos especificos:

1. Busqueda y caracterizacion in silico de los genes estructurales y reguladores

relacionados con lipasas y poligalacturonasas de Fusarium oxysporum.

2. Caracterizacion bioquimica del perfil de lipasas de F. oxysporum.

3. Anadlisis del perfil de expresiéon génica de lipasas y poligalacturonasas durante el

proceso de infeccion de plantas de tomate por F. oxysporum f. sp. lycopersici.

4. Estudio del papel de los reguladores de lipasas Ctf1 y Ctf2 en la virulencia de F.
oxysporum f. sp. lycopersici mediante interrupciéon dirigida por reemplazamiento génico:

Caracterizacion bioquimica y patotipica de los mutantes obtenidos.

5. Estudio del papel de las principales lipasas en la virulencia de F. oxysporum f. sp.
lycopersici mediante interrupcion dirigida por reemplazamiento génico: Caracterizacion

bioquimica y patotipica de los mutantes obtenidos.
6. Estudio del papel de las principales poligalacturonasas en la virulencia de F.

oxysporum f. sp. lycopersici mediante interrupcién dirigida por reemplazamiento génico:

Caracterizacion bioquimica y patotipica de los mutantes obtenidos.
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MATERIALES Y METODOS
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1. Materiales

1.1. Material bioldgico

Las estirpes bacterianas, los hongos vy los cultivares de plantas utilizados en este trabajo

se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 2. Material biolégico empleado.

Especie Estirpe/Cultivar Caracteristicas genéticas
Escherichia coli
supE44, AlacU169 (®80/acZAM15), hsdR17, recA1, endA1, gyrA96,
DH5a thi-1, relA1. Receptora en experimentos de transformacion genética
para amplificacion de plasmidos, PCR y secuenciacién de ADN
(RYSERID SO 4287 Estirpe silvestre (f. sp. Lycopersici, raza 2) (Dr. J. TeIIo1)
Alip1 gen estructural lipasa 1 delecionado (esta Tesis)
Alip2 gen estructural lipasa 2 delecionado (esta Tesis)
Alip3 gen estructural lipasa 3 delecionado (esta Tesis)
Alip5 gen estructural lipasa 5 delecionado (esta Tesis)
Alip22 gen estructural lipasa 22 delecionado (esta Tesis)
Actf1 gen regulador de lipasas ctf1 delecionado (esta Tesis) y Martinez-
Rocha et al., 2008
Actf2 gen regulador de lipasas ctf2 delecionado (esta Tesis)
Actf1Actf2 genes reguladores de lipasas ctf1 y ctf2 delecionados (esta Tesis)

Tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.)

Daniella (Fruto)

Money Maker?

Sensible a la raza 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici

Sensible a la raza 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici

'Dpto. Produccion vegetal, Universidad de Almeria; 2cedida por Syngenta Seeds, (Almeria).

El comportamiento de la estirpe silvestre de F. oxysporum fue periddicamente

confirmado mediante ensayos de infeccion de plantas.
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1.2. Medios

Los medios se esterilizaron usando un autoclave a 120 °C y 1 atmosfera de presion
durante 20 minutos, o mediante filtracion (Millipore con diametro de poro de 0.22 um). Los

medios sélidos fueron fundidos y repartidos en placas Petri antes de su solidificacion.

1.2.1. Medios de cultivo para E. coli

A. Medio Luria-Bertani:

Liquido (LB): bactotriptona (10 g/l), extracto de levadura (5 g/l), NaCl (5 g/l).

Suplementado con 0.005 % de ampicilina (p/v) para seleccionar estirpes resistentes.

Sdlido (LA): medio liquido LB suplementado con 15 g/l de bactoagar. Suplementado con

0.005 % de ampicilina (p/v) para seleccionar estirpes resistentes.

B. Medio LA, X-GAL, IPTG y Ampicilina:

Medio LA suplementado con 134 pM de isopropil-1-tio-B-D-galactopiranésido (IPTG),
0.005% (p/v) X-Gal (disuelto en formamida) y 0.005% ampicilina (p/v).

1.2.2. Medios de cultivo para Fusarium oxysporum

A. Medio nutritivo:

Liquido (PDB): Hervir 200 g de patatas peladas y troceadas en 1 | de agua durante 60

minutos. Filtrar, afadir 20 g de glucosa, enrasar hasta 1 | y esterilizar en el autoclave.

Solido (PDA): 3.9% (p/v) de un compuesto constituido por agar, patata peptona y glucosa

(Scharlau Microbiology).
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Cuando fue necesario, se anadié higromicina B (20 pg/ml en PDB y 55
pg/ml en PDA) o fleomicina (1.6 pyg/ml en PDB y 4 pg/ml en PDA). El pH del

medio se ajusté a 8 con NaOH cuando contenia fleomicina.

B. Medio sintético de ARNE (SM):

Liquido: MgSO4 x 7H,0 (0.2 g/l), KHaPO4 (0.4 g/l), KCI (0.2 g/l), NHsNO,
(1g/1), FeSO4 (0.01 g/l), ZnSO4 (0.01 g/l) y MnSO4 (0.01 g/l).

Sdlido: Medio liquido suplementado con 15 g/l de bactoagar.

Este medio fue suplementado con diferentes fuentes de carbono segun el

experimento.

C. Medio minimo de regeneracion:

Liquido: MgSO4 x 7 H,0 (0.5 g/l), KH,PO4 (1 g/l), KCI (0.5 g/l), NaNO3 (2
g/l), glucosa (20 g/l) y sacarosa (200 g/l).

Solido: Medio liquido suplementado con bactoagar 12.5 g/l para medio

sélido 6 4 g/l para agar de cobertera.

1.3 Compuestos quimicos y kits

Los compuestos quimicos y los kits usados durante este trabajo se

resumen en la siguiente tabla:
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Tabla 3. Compuestos quimicos usados en este trabajo.

Nombre del compuesto Casa comercial Almacenamiento

1 KB plus DNA Marker Enzimax 4°C

40% Acrylamide/Bis Solution 37.5:1 Bio-Rad 4°C

Aceite de germen de trigo (WGO) Sigma Temperatura ambiente

Aceite comercial

Aceite de Oliva Temperatura ambiente

(Carbonell)

Acetato de amonio (NH,Ac) Merck Temperatura ambiente
Acetato de sodio (NaAc) Sigma Temperatura ambiente
Acetato potasico (KAc) Meck Temperatura ambiente
Acido aurintricarboxilico (ATA) Sigma Temperatura ambiente
Acido clorhidrico (HCI) Sigma Temperatura ambiente
Acido ertcico Sigma Temperatura ambiente
Acido maleico Merck Temperatura ambiente
Acido ortofosférico Panreac Temperatura ambiente
Agar bacterioldgico (Bactoagar) Oxoid Temperatura ambiente
Agarosa Pronadisa Temperatura ambiente
Amonio nitrato (NH;NOs) Merck Temperatura ambiente
Amonio persulfato (APS) Sigma Temperatura ambiente
Ampicilln Sodium salt (Ampicilina) Sigma 4°C

Anfolitos (Bio-Lyte® 3/10) Bio-Rad 4°C
Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments Roche 4°C

Azul Brillante-R Sigma Temperatura ambiente
Azul de bromofenol Sigma Temperatura ambiente
Qzul de metjlc_eno (4-0-Methyl-D-Glucurano-D-xylan- Sigma Temperatura ambiente

emazol Brilliant Blue-R)

Azul de xilencianol (Xylencyanol FF standard) Flucka Temperatura ambiente
Bis-Tris-propano Sigma Temperatura ambiente
Bromuro de etidio Amresco Temperatura ambiente
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) Sigma Temperatura ambiente
Butirato de sodio Sigma -20 °C

CDP-STAR Roche 4°C
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Citrato de sodio

Cloroformo

Cloruro de calcio (CaCl,)

Cloruro de Litio (CILi)

Cloruro de manganeso (MnCl,)
Cloruro de potasio (KCI)

Cloruro de sodio (NaCl)

Céctel inhibidor de proteasas

Dig DNA Labeling Mix

DIG Easy Hyb Granules

Dimetil sulféxido (DMSO)

Disodio hidrogenofosfato (Na,PHO,)
Dodecil sulfato de sodio (SDS)
Etanol

Extracto de levadura

Fleomicina

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF)
Formamida

Glicerol

Glicerol tributirato

Glicerol trioleato

Glicerol tripalmitato

Glicina

Glucanex®-100G (mezcla enzimas liticas)
Glucosa

Goma arabiga de acacia

Hidroxido de sodio (NaOH)
Higromicina B (HidroGold™)

iQ SyBR Green Supermix

Isopropanol

Isopropil-1-tio-B-D-galactopiranosido (IPTG)

Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Roche
Roche
Merck
Merck
Serva
Panreac
Merck
InvivoGen
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Novozymes
VWR Prolabo®
Sigma
Merck
InvivoGen
Bio-Rad
Merck

Apollo
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Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
-20°C

-20°C

Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
-20°C

Temperatura ambiente
4°C

Temperatura ambiente
4°C

4°C

-20°C

Temperatura ambiente
4°C

Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
-20°C

-20°C

Temperatura ambiente

-20°C



Lisozima

Metanol

MOPS

N; N; N'; N'-Tetrametiletilenediamina (Temed)
Nitrato de amodnio (NH;NO,)

Nitrato de hierro (FeNO;)

Nitrato de sodio (NaNOs)

Octanol

p-nitrofenil

p-nitrofenil palmitato

Polietilenglicol 35000 (PEG 35 K Mr)
Polietilenglicol 6000 (PEG 6000)
Potasio dihidrogenofosfato (KH,PO,)
Potasio hidroxido (KOH)

Potato Dextrose Agar (PDA)

ProSieve® Quad Color (marcador de tamafio de
proteina)

Protein assay (Acido fosforico y metanol)
Ribonucleasa A (ARNasa)

RNasin® Plus (Inhibidor de ARNasa
Sacarosa

Sero albumina bovina Fraccion V (BSA)
Sodio oleato

Sorbitol

Sulfato de hierro (FeSO,)

Sulfato de magnesio hepta hidratado (MgSO, x 7H,0)
Sulfato de manganeso (MnSQO,)

Sulfato de zinc (ZnSO,)

Tiptona

Titriplex®! (EDTA)

Tripure Isolation Reagent

Tritén X-100

Sigma
J.T. Baker
Sigma
Sigma
Panreac
Merck
Merck
Panreac
Sigma

Sigma

Flucka Chemika-
Biochemika

Merck
Merck
Merck
Scharlau
ProSieve
Bio-Rad
Fermentas
Promega
Merck
Roche
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Roche

Sigma
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-20°C

Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
4°C

Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
4°C

Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
-20°C

4°C

-20°C

-20°C

Temperatura ambiente
4°C

-20°C

Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
4°C

Temperatura ambiente



Trizma base Sigma Temperatura ambiente

Tween 20 Sigma Temperatura ambiente
Tween 80 Sigma Temperatura ambiente
X-Gal (57bror’nc_>-4-c|oro-3-indoIiI-B-D- Sigma 20°C
galactopiranésido)

B-mercaptoetanol Merck 4°C

Kits Casa comercial Almacenamiento
Rneasy Plant MiniKit Qiagen Temperatura ambiente
GeneClean® Turbo MP Temperatura ambiente
pGEMe®-T Vector System Promega -20 °C

pSparK® | DNA cloning system Canvax -20 °C

Expand High Fidelity PCR System Roche -20°C

Dnase | Kit Fermentas -20°C

M-MLV Reverse Transcryptase kit Invitrogen -20°C

BioTaq™ DNA Polymerase Bioline -20°C

1.4 Oligonucledtidos sintéticos

Los oligonucledtidos sintéticos que fueron utilizados como cebadores en las reacciones
de amplificacion y secuenciacion se disefiaron con el programa Oligo (Molecular Biology Insights,
Inc.), optimizando en cada caso su estabilidad interna, la formacién de horquillas y dimeros no
deseados, asi como diversos parametros fisicos y quimicos (Tm, %G + C, %A + T). Los

oligonucledtidos se sintetizaron en la empresa comercial Eurofins MWG Operon.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo. Las secuencias terminales incluidas para favorecer la

hibridacion con el extremo 3’ 0 5’ de los casetes de resistencia a higromicina o fleomicina en minuscula.

Oligo Secuencia (5" — 3") POSIEIN L Uso experimental

ATG
act-q7 ATGTCACCACCTTCAACTCCA +1278 (s) gRT-PCR, expresion génica
act-q8 CTCTCGTCGTACTCCTGCTT + 1578 (as) gRT-PCR, expresion génica
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hyg-Y GGATGCCTCCGCTCGAAGTA + 735 (as) delecion génica, analisis Southern

hyg-G CGTTGCAAGACCTGCCTGAA + 289 (s) delecion génica, analisis Southern
TtrpC-8B AAACAAGTGTACCTGTGCATTC  + 1727 (as) delecion génica

PgpdA-158 CGAGACCTAATACAGCCCCT 21020 (s)  delecion génica

PHL-1 CGAACTCCCGCCCCCACG +301(as)  delecion génica

PHL-2 AGTTGACCAGTGCCGTTCCG ~ +7(s) delecion génica

lip1-1 GCTACCATCGTGACATCTTTC + 208 (s) gRT-PCR, expresion génica, analisis Southern
lip1-2 CCACATCCAGAGACGAGACT ~ +482(as) gRT-PCR, expresion génica
lip1-3 AAGAGGATGAGATGGTGTGAAG - 1343 (s)  delecion génica

lip1-4 CTGGGTTAGGTATCGTGTTCC - 1070 (s) delecion génica, analisis Southern
lip1-5 CCAGAGACTTTGCCCCTTTTC ~ +2557 (as) delecion génica

lip1-6 AGCATCTCGGACTTCAGTTACA  + 1965 (as) delecion génica

lip1-7 TGGTTTGAGACGAAGGCTGAG ~ +721(as)  Andlisis Southern

lip1-8 TGGGTGTAAGTGAGGATAGGC  -47(as)  Andlisis Southern

lip1-M13F 9/09192c1999225900C19999TCCET 47 (as)  delecion génica

lip1-M13R CollatgacaligNalocdstGAGCATTIA 1 1372(s)  delecin génica

M13F-lip1 goclarcioactiacacocacoCCAGEE 1246 (s)  delecion génica

M13R-lip1 SronggtgioctaalgaloASCCBATAA 4 1851 (as)  delecion génica

lip1.2-1 AATAACGGGTACAGCACAGAC ~ +771(s)  gRT-PCR, expresion génica
lip1.2-2 GTCGAGATGTAGTATTCTGGG ~ +994 (as)  gRT-PCR, expresion génica

lip2-1 CACCACAGGAGTCAGAAAACC + 203 (s) qRT-PCR, expresion génica, analisis Southern
lip2-2 GGAGACGGGTACGGCACATA  +456(as) gRT-PCR, expresion génica
lip2-3 TAAACACACATACTACATCCCTC - 1374 (s)  delecion génica

lip2-4 TTCGGACTTTTGCTTTTTTCTGC  -1332(s)  delecion génica

lip2-5 ACGACTTCCACTACCGCCAG +2675 (as) delecion génica

lip2-6 AGAGTCTACCATTCATACGCCT  +2643 (as) delecion génica

lip2-7 GCTATGGCTCCTTGCTGAACA  +625(as)  Anlisis Southern

lip2-8 CCGACTTCCGCCTCCAACG -517(s)  Analisis Southern

lip2-TtrpC-8B  LltacccagaatgcacaggtacactigtGTC 444 6)  gelecion génica, andlisis Southern

CCCAATCCTCGCTCTGT
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lip2-PgpdA-158

CTCAAGCGTCTAAAACCCA
lip3-1 GGGCCTCAGCAGCATGTTC
lip3-2 AGCCTGGAACTTGGAACGAG
lip3-3 GCCGTTACTTCTGTGGAGAG
lip3-4 CCGAAGTCAAAAGGGCACCA
lip3-5 TCCTTGACTCGTTCCCCGTA
lip3-6 CCTGACTTTCTCTTGCCCGT

lp3-TpC-8B A TGTGATGAGACGGGAC

lip3-PgpdA-15B

GATATGAATAGTGTTGGGA
lip5-1 CCTGGAGATAAAGTCATTCAA
lip5-2 CTCAAACAATCTTCAGTGGTAT
lip5-3 GCATAAAGGTCAACATACTCGG
lip5-4 TCAATCTATCATCACGAAACACG
lip5-5 TGAAGTTGGCATCGGCTGTAG
lip5-6 GAATGGTCTTGGTGGCTCTAC
lip5-7 GCGAAAGATGGACGGTTGCC
lip5-8 ATCCCCCAGACTTCCCTCAAT

lip5-TtrpC-8B A CGACCCGCATCAACAA

lip5-PgpdA-15B 1\ TGGTATTATTTGTCCCT

lip10-1 CTGAGTTCGGATGGATGTGTA
lip10-2 TGATGGAGGCAGCGACAATG
lip11-1 GGTGCGAGTTAAGAATGGTAC
lip11-2 TGTTGCCCTTGGACATAGCG
lip13-1 AAGAACGAGCAGCCAAAGTCA
lip13-2 TGGGGGTAAGGAAGGGAATG
lip15-1 CTAGAGAGAGCGAAGATTGTC
lip15-2 TCTCTGGTCGTAAAGTGCCG
lip20-1 GCCGCCAAAGCCCATTAAAG
lip20-2 TGGGACTTGGTGTTCTGTGG

tggtcgttgtaggggctgtattaggtctcgAGT

tttacccagaatgcacaggtacacttgtttGGA

tggtcgttgtaggggctgtattaggtctcgCGA

tttacccagaatgcacaggtacacttgtttTATA

tggtcgttgtaggggctgtattaggtctcgGCG

+1390 (s)

+2(s)

+ 281 (as)
- 1169 (s)

- 1126 (s)
+2909 (as)

+ 2877 (as)

- 25 (as)

+ 1866 (s)

+222 (s)
+ 352 (as)
-1122 (s)
-1094 (s)
+ 2704 (as)
+ 2659 (as)
+420 (s)

+ 813 (as)

- 89 (as)

+ 1686 (s)

+385 (s)
+ 670 (as)
+74(s)

+ 374 (as)
+127 (s)
+ 386 (as)
+498 (s)
+ 877 (as)
+203 (s)

+ 399 (as)
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delecion génica

gRT-PCR, expresion génica, analisis Southern
gRT-PCR, expresion génica, analisis Southern
delecién génica
delecién génica
delecién génica

delecion génica, analisis Southern

delecién génica

delecion génica, analisis Southern

gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
delecion génica

delecion génica

delecion génica

delecion génica

Andlisis Southern

Analisis Southern

delecion génica

delecion génica

gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica

gRT-PCR, expresion génica



lip21-1
lip21-2
lip22-1
lip22-2
lip22-3
lip22-4
lip22-5
lip22-6
lip22-TtrpC-8B
lip22-PgpdA-
15B

ctf1-1

ctf1-2

ctf1-3

ctf1-5

ctf1-6

ctf1-TtrpC-8B

ctf1-PgpdA-15B

ctf2-1
ctf2-2
ctf2-3
ctf2-4
ctf2-5

ctf2-6

ctf2-TtrpC-8B

ctf2-PgpdA-15B

pg1-1
pg1-2

pg1-3

TACCCTATGCCAAACCACCG + 163 (s)
GTCTTCGGTTTCGTTTCCTAAT + 353 (as)
CTGAACCTCTCCCACCCAG + 91 (s)
TTGAACAGGGTCGCAGCAGT + 318 (as)
TGGAAATTGTGCCTCTTTATCTA  -1148 (s)
TAGGAAGTGTAGGCATGAGGT - 1076 (s)
ATTATACTCTTCCCTCAACGCT + 2500 (as)
GCCTATCATTCTTTCAGCCCT + 2455 (as)
Hacommoocaamacstaionn 5 e
s TTAT 131
GCAGCCAAACCAATAAAGACTC  +632(s)
TCAAGATAGGTCCCACTGTCG + 879 (as)
CTGTGGACCCTCTTCAACTGA - 1072 (s)
TCGTTCTAACTCAGGACAAGGT + 4399 (as)
CAGACCTTCACGGGCTTTGC + 4249 (as)
s Leeroh s
TCTCGGTATCATCAACAGTCGT + 1346 (s)
TCTGGTCATCTGGCGTCTCAT + 1635 (as)
AAAAGACCAGACTCAAGGGATG - 1336 (s)
CTGCCAACAACAAGTCAAGTGA  -1150 (s)
CCCTTTCCTCCACTCTCTAATA + 4393 (as)
ATCTTCTTTATTCCATCACAGGC +4314 (as)
lacommlscamiocosaioon g
s tatoggtcotSS 3315
GCAGCGTCACTGACTACTCC + 140 (s)
GTTAGAACCTTCGCCATCCCA + 449 (as)

GGCATAGAGGGGGAAAGCAA -1111 (s)
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gRT-PCR, expresion génica

gRT-PCR, expresion génica

gRT-PCR, expresion génica, analisis Southern
gRT-PCR, expresion génica, analisis Southern
delecién génica

delecion génica, analisis Southern

delecién génica

delecién génica

delecion génica, analisis Southern

delecién génica

gRT-PCR, expresion génica, analisis Southern
gRT-PCR, expresion génica, analisis Southern
delecion génica

delecion génica, analisis Southern

delecion génica

delecion génica

delecion génica, analisis Southern

gRT-PCR, expresion génica, analisis Southern
gRT-PCR, expresion génica, analisis Southern
delecién génica
delecion génica
delecion génica

delecién génica

delecién génica

delecién génica

gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica

delecion génica



pg1-4

pg1-5

pg1-6

pg1-7

pg1-8

pgx4-1
pgx4-2

pg5-1
pg5-2

pg6-1
pg6-2
pg6-3

pg6-4

pg6-5

pg6-6

pg6-7

pg6-8

pg7-1
pg7-2
pg8-1
pg8-2
pg9-1
pg9-2
pg13-1
pg13-2
pg14-1
pg14-2
pg15-1

pg15-2

TTATTACCCCGTACCCCGCA

tttacccagaatgcacaggtacacttgttt CGA
GTGAGACAAAGACAAGAG

AGGAGGTGGAGAAGAAAGCC
ACGGTGCTGTGATCTATGAAG

tggtcgttgtaggggctgtattaggtctcgCTAA
GCGGGACGATCATCAC

GTACAGCATTGCCTCGCCAC
CGGGTTTCTCATTCGCAGGTT
GCCTGGTCGCCTCCGTACT

TCTTCTTGCCGCCGTTGCTGCCC
TTGCCGT

TCAGCGATGGTGGAACAGTT
GATGTCCTTGGAGGTGACGA
AGAACGAGAGAGAGCTGTAGA
AGTAATGAGCTTGTGGTTCGG

tttacccagaatgcacaggtacacttgtttCAG
AAGATGAGTTGGCTTGAG

CAGTGGGACAGTATTCGATGA
TCGGTAGGCAAACAATCAGTAA

tggtcgttgtaggggctgtattaggtctcgGAC
GGGGTTTGTGGTAATTAG

TCCAAGTACACGACCCTTTCAA
GCTGTTCACAATAAGACTCGTC
CTCACTATCAACCAATTCACTC
CACTGCCGATGGAGAGACC
GCTACTCCCATTCCAACTCAA
GCCGTTTCCCGAGATAGTAAT
GGGGAGGAAAGGACATTAGAA
GTTGTTGGACAGTGCGGTTG
ATGCTTCCTCCTTCTTGGTCA
GAGATGAGGTGTGCTTGATAG
AAGACCTACGCCGCTCCTG
GTTATCACCATCAATCACAGAC

-1076 (s)

- 30 (as)

+ 2397 (as)

+2319 (as)

+1340 (s)

+295 (s)
+ 662 (as)

+47 (s)

+418 (as)

+ 527 (s)
+ 777 (as)
- 1125 (s)

-1093 (s)

- 40 (as)

+ 2625 (as)

+ 2594 (as)

+ 1615 (s)

+ 664 (s)
+ 997 (as)
+538 (s)
+ 778 (as)
+73(s)
+400 (as)
+481 (s)
+ 826 (as)
+49 (s)

+ 250 (as)
+43(s)

+ 306 (as)

delecion génica

delecion génica

delecion génica

delecion génica

delecién génica

gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica

gRT-PCR, expresion génica

gRT-PCR, expresion génica

gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
delecién génica

delecién génica

delecién génica

delecién génica

delecién génica

delecién génica

gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica
gRT-PCR, expresion génica

gRT-PCR, expresion génica
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1.5 Vectores de clonacion

Los vectores de clonacién universales usados se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 5. Vectores de clonacion

Plasmido Caracteristicas Referencias

Derivado de pGem®-5Zf(+), linearizado con la enzima Eco RV y con
pGem®-T una T en cada extremo 3°. Permite la clonaciéon de fragmentos de Promega
PCR con Adenina en sus extremos. Confiere resistencia a ampicilina

DAN7-1 Portador del gen hph bajo el control del promotor del gen gpdA y el

terminador del gen trpC de A. nidulans PIUITE G 2l R

Portador del gen de resistencia a fleomicina bajo el control del
pAN8-1 promotor del gen gpdA y el terminador del gen trpC de A. nidulans Mattern et al.,1988
clonados en pUC18 Eco RI-Sal |

Linealizado con EcoRV, permite la clonacion de fragmentos de PCR

pSpark® | . a clon; 11
con extremos romos. Confiere resistencia a ampicilina

Canvax, Biotech

1.6 Programas informaticos y paginas webs

Los programas informaticos y las paginas webs usados para el desarrollo de este trabajo

se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 6. Programas informaticos y paginas webs usados en esta tesis.

Programas informaticos

Programa

Detalles

Aplicacion

Adobe illustrator
CS3

Adobe photoshop
CS3

Bioedit

Image Reader LAS-

3000

Gblocks

GraphPad Prism

ImageJ

Kodak 1D Image

Andlisis

Mega4

Modelgenerator

Oligo

PhyML

SeqBuilder

SegMan

Adobe systems Incorporated (v13.0.0)

Adobe systems incorporated (v10.0)

Tom Hall 1997-2007 (v7.0.9.0)

Fuji Photo Film Co. 2002-2004 (v2.0)

Jose Castresana 2002 (v0.91b)

GraphPad Software, Inc.
(v5.00)

Wayne Rasband (v1.410)

Kodak Scientific Imaginf System 1994-

2000 (v3.5.4)

Tamura et al., 1993-2008 (v4.0.2)

Thomas Keane Et al., 2006 (v0.85)

1992-2007

Molecular Biology Insights, Inc. (v7.54)

Guindon y Gascuel 2003 (v3.0)

DNAstar Lasergene (v. 7.0.0)

DNAstar Lasergene (v7.0.0)

Elaboracion y tratamiento de figuras

Edicion de imagenes

Edicion de alineamientos de secuencias

Captura de imagenes obtenidas tras revelado
mediante deteccion quimiluminiscente con LAS-3000

Edicion preparativa para elaborar arboles filogenéticos
mediante eliminacion automatica de interrupciones en
los alineamientos de secuencias obtenidos
previamente

Elaboracion de graficos

Edicion de imagenes fotograficas de geles de agarosa

Captura de
agarosa

imagenes fotograficas de geles de

Construccioén de arboles filogenéticos

Identificacion del modelo de sustitucion adecuado
para la elaboracion de arboles filogenéticos

Disefio y analisis de oligonucleodtidos

Andlisis de alineamientos de secuencias resultantes
para la generacion de arboles filogenéticos

Edicion y analisis de secuencias nucleotidicas o
proteicas

Ensamblaje de secuencias de ADN en Contigs
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Péaginas webs

Nombre Direccién

Aplicacion

National Center for
Biotechnology
Information (NCBI)

http://www.ncbi.nim.nih.gov

Broad Institute

Iéusar/um . http://www.broadinstitute.org
omparative

Database

Scansite http://scansite.mit.edu/calc_mw_pi.html

Center for biological
sequence analysis
(cbs)

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP

Analisis y comparacién de secuencias nucleotidicas o
proteicas analogas usando el algoritmo BLAST
(Blastn, Blastp, Blastx, tBlastx)

Busqueda de secuencias nucleotidicas o proteicas
usando el algoritmo BLAST (Blastn, Blastp, Blastx,
tBlastx)

Calculo tedrico del peso molecular, segun datos de la
UIPAC, y del pl usando el algoritmo ExPASy

Identificacion del péptido sefial de proteinas usando
SignalP v4.0

1.7 Aparatos utilizados

Los aparatos cientificos usados durante este trabajo se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 7. Aparatos utilizados

Aparatos

Aplicacion

Agitador magnético MC-8 Bunsen
Autoclave Presoclave P-Selecta
Balanza LE225D Sartorius
Balanza precision Cobos
Centrifuga J2-HS Beckman
Centrifuga MiniSpin Eppendorf

Escaner Perfection 4490 Photo Epson

Espectrofotometro ND-1000 NanoDrop®

Estacion de hibridacion Oven/Shaker SI20H Stuart Scientific
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Homogenizar muestras de gran volumen
Esterilizacion de materiales y medios
Pesar compuestos y muestras bioldgicas
Pesar compuestos y muestras bioldgicas
Centrifugacion de muestras (50-200 ml)
Centrifugacion de muestras (1.5-2 ml)

Escanear imagenes

Determinacién de absorbancia y para la cuatificacion
de acidos nucleicos

Hibridacion de membranas (Southern)



Fluorimetro SPECTRAFIluor Plus Tecan
Homogenizador MINI BEADBEATER-8 BiosPEC
Liofilizador Virtis

Maquina fotografica Coolpix S5 Nikon

Maquina fotografica DC290 ZOOM Kodak
pHmetro BASIC 20+ Crison

Revelador LAS-3000 Fujifilm
Rotofor®Cell Bio-Rad

SeedVac Savant DNA 120 Concentrator Thermo Scientific
Sonicador SONOPULS Bandelin

Termobloque ThermoStat Plus Eppendorf

Termociclador MJ Mini™ Personal Thermal Cycler Bio-Rad
Termociclador iCycler iQ real-time PCR system Bio-Rad
Termociclador TC-3000G Techne

Vortex MS2 Minishaker IKA®

Determinacion de absorbancia en placas microtiter
de 96 pocillos

Homogenizacién de muestras usando bolas de
vidrio (GlassBeads)

Liofilizacion de muestras

Obtencion de imagenes fotograficas

Obtenencion de imagenes fotograficas de geles de
agarosa

Medicion del pH de muestras

Revelado de imagenes de membranas de

hibridacion (Southern)
Separacion de proteinas de acuerdo a su punto
isoeléctrico mediante isoelectroenfoque

Concentracion de muestras mediante vacio

Homogenizacion de muestras por sonicacion

Incubacion a temperatura constante de viales (1.5 o
2 ml)

Amplificacion de ADN mediante PCR

Cuantificaciéon de la expresion génica mediante RT-
PCR cuantitativa

Amplificacion de ADN mediante PCR

Homogeniacion de muestras de volumen pequefio

2. Crecimiento y mantenimiento de organismos biolégicos
2.1 Bacterias

La bacteria E. coli se cultivd a 37 °C, con agitacion (250 rpm) si se trataba de medio
liquido, y en estufas si era en medio sélido, con el antibiético de seleccion ampicilina para

estirpes portadoras de plasmidos con el gen de resistencia.

La conservacion de estirpes bacterianas durante largos periodos de tiempo se llevd a
cabo a -80 °C en medio LB con 30% glicerol (v/v). Para periodos muy cortos se mantuvieron a 4

°C, tanto en medio LB como en medio LA.
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2.2 Fusarium oxysporum

Los cultivos del hongo se incubaron a 28 °C. En medio liquido, la incubacién se realizé
con agitacion orbital (170 rpm). Al medio se le afiadioé higromicina o fleomicina para la seleccién y

cultivo de estirpes resistentes.

Para la conservacion de las estirpes, se recogieron esporas de un cultivo de 3-5 dias en
medio PDB. Para ello, se filiré a través de nailon (Monodur, diametro de poro de 10-15 uym) para
separar el micelio, que se secd con papel de filtro y se conservé a -80 °C hasta su utilizacion, y el
fitrado con las esporas se centrifugd a 12000 g durante 10 minutos. A continuacion se
resuspendi6 el precipitado en agua destilada estéril y se almacené a -80 °C con 30% glicerol

(v/v). Esta suspension se utilizé como indculo en experimentos posteriores.

2.3 Plantas

Las semillas se esterilizaron sumergiéndolas en 20% hipoclorito soédico comercial (v/v)
durante 30 minutos seguidos de 3 lavados con abundante agua de 10 minutos. Una vez
sembradas en vermiculita humedecida, se incubaron en camaras de crecimiento con tubos
fluorescentes (36 W, fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad) a una temperatura
de 28 °C. Los ensayos de infeccidn se realizaron con plantas de aproximadamente 14 dias, con
el primer par de hojas verdaderas. Para llevar a cabo la infeccidn, las raices se introdujeron en

una dilucion de esporas frescas del hongo.

3. Aislamiento de acidos nucleicos
3.1 Purificacion de ADN plasmidico de E. coli con CTAB

El protocolo utilizado estd basado en el descrito por Murray y Thompson (Murray &
Thompson, 1980), con algunas modificaciones. Se inoculé una colonia aislada de la estirpe
portadora del plasmido de interés en 5 ml de medio selectivo (LB con antibiético). Después de

12-14 horas de incubacion, se centrifugaron 3 ml del cultivo durante 3 minutos a 13000 rpm. Una
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vez eliminado el sobrenadante, las células obtenidas se resuspendieron en 200 ul de solucién
STET™. A continuacion, se afiadieron 4 pl de lisozima (50 mg/ml) para provocar la lisis celular y
2 yl de ribonucleasa A (ARNasa) (10 mg/ml) para eliminar el ARN contaminante, y se incubé a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Seguidamente, la muestra se calenté a 100 °C
durante 45 segundos y se centrifugd durante 10 minutos a 13000 rpm. Los restos celulares, que
quedaron en el fondo del tubo con aspecto mucoso se retiraron con un palillo de dientes
esterilizado. Se afiadieron 10 pl de solucién CTAB® al sobrenadante resultante para precipitar el
ADN vy se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de centrifugar durante 10
minutos a 13000 rpm, se retird el sobrenadante y se afiadieron 300 ul de una solucién 1.2 M
NaCl y 750 yl de 100% etanol frio. Se homogenizé la muestra y se centrifugé durante 10 minutos
a 13000 rpm. El precipitado se lavé con 70% etanol (v/v), se secd y se resuspendio en 20 ul de

agua desionizada estéril.

Wsolucion STET: 8% sacarosa p/v; 0.1% Tritéon X-100 v/v; 50 mM EDTA y 50 mM Tris-HCI pH 8.0.

@solucion CTAB: 5% bromuro de hexadeciltrimetilamonio p/v. Mantener a 37 °C para evitar que precipite.

3.2 Extraccion de ADN de F. oxysporum

3.2.1 Método del CTAB

Para purificar ADN gendmico (ADNg) se utilizé el micelio del hongo cultivado durante 3-4
dias. Se sigui6 el protocolo de extraccion rapida con CTAB descrito por Torres y colaboradores
(1993) con modificaciones. Se pulverizaron unos 100 mg de micelio usando un mortero y
nitrégeno liquido y el polvo resultante se transfirié a un vial de 2 ml que contenia 1 ml de tampén
de extraccion CTAB!"” y se homogenizé vigorosamente, usando vortex. A continuacién se
afiadieron 4 pl de B-mercaptoetanol y 500 pl de una solucién cloroformo:octanol (24:1, v/v) y se
volvié a homogenizar antes de incubar a 65 °C durante 30 minutos. Posteriormente, la muestra
se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos y se centrifugd 5 minutos a 10000 g. Al
sobrenadante obtenido se le afiadid 1 ml de etanol puro frio y se incubd a -20 °C durante 10
minutos, tras lo cual el ADN se precipité haciéndose visible con aspecto de marafa blanquecina.
El ADN se recogi6 con una varilla de vidrio, y se lavd sucesivamente con etanol puro y etanol al

75% (v/v), sumergiendo la varilla en 500 pl de cada dilucion, finalmente se resuspendié en 100 pli
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de agua desionizada estéril. Por ultimo, se afadieron 4 yl de ARNasa (10 mg/ml) y se incubé a

37 °C durante al menos 30 minutos.

(l)Tampén de extraccion CTAB: 12.1 g/l Trizma base; 7.44 g/l EDTA; 81.8 g/l NaCl y 20 g/l bromuro de
hexadeciltrimetilamonio. Para disolver, calentar a 60 °C y ajustar a pH 8.0 con NaOH. Llevar a 100 ml y

almacenar a 37 °C para evitar que precipite.

3.2.1 Método de rotura con bolas de vidrio (Glass Beads)

Para la purificacion de ADN por el método “Glass Beads” se utilizé el micelio obtenido de
una colonia de 1 cm? del hongo en medio solido. Este método requiere el uso de pequefas bolas
de cristal de 425-600 uym de diametro estériles (Glass Beads; Sigma). En un tubo estéril de 2 ml
se afiadieron aproximadamente 0.3 g de Glass Beads, 500 uyl de tampén de lisis'" y el micelio.
Las muestras se agitaron inicialmente en un vortex durante 1 minuto y a continuacién en un Mini
Beadbeater 3 veces durante 20 segundos. En este proceso las bolas de cristal machacan el
micelio hasta particulas finas. Posteriormente se centrifugé 2 minutos a 13000 rpm, tras lo cual el
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo de 2 ml, al que se afiadié 275 ul de una soluciéon 7 M
de Acetato de Amonio pH 7.0. A continuacién las muestras se incubaron 5 minutos a 65 °C y
otros 5 minutos en hielo para finalmente afiadir 500 pl de cloroformo y ser homogenizadas en un
vortex. Tras una nueva centrifugacién de 3 minutos a 13000 rpm la fase superior obtenida se
transfiri6 a un nuevo tubo de 2 ml al cual se le afiadié 1 ml de isopropanol y de nuevo se
homogenizé para, a continuacion, incubar 5 minutos a temperatura ambiente y centrifugar 5
minutos a 13000 rpm. Esta ultima centrifugacion consigue que el ADN extraido se quede en el
pellet, por lo cual el sobrenadante se desecha. El ADN se lavo dos veces afiadiendo 1 ml de
etanol al 70% (v/v), centrifugando 5 minutos a 13000 rpm y eliminando el sobrenadante.
Finalmente las muestras se secaron en un SpeedVac y resuspendieron en 50 yl de agua
desionizada estéril. Por ultimo, se afadieron 4 yl de ARNasa (10 mg/ml) y se incubé a 37 °C

durante al menos 30 minutos.

WTampoén de lisis: 100 mM Tris pH 8.0; 50 mM EDTA; 1% SDS.
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3.3 Extraccion de ARN de F. oxysporum

La extraccion de ARN se realizdé a partir de micelio obtenido tras inocular 1.25 x 108

esporas frescas, en 100 ml de medio PDB incubadas a 28 °C en agitacion durante 12-14 horas.
Pasado este tiempo, se recogieron por filtracién las germinulas obtenidas, a través de un filtro
(Monodur) donde quedaban retenidas. A continuacién, se lavaron con agua estéril y se
transfirieron al medio de induccidon. Transcurrido el tiempo de incubacién adecuado, se recogié el
micelio utilizando un filtro de nailon, se sec6 con papel de filtro y se almacend a -80 °C hasta su
utilizacion.

Para la extraccion de ARN, se pulverizaron en nitrégeno liquido 100 mg de micelio con
ayuda de un mortero, y se transfirieron a un vial de 2 ml que contenia 1 ml de Tripure Isolation
Reagent (Roche). Se homogenizd vigorosamente usando un vortex y se centrifugé a 4 °C,
durante 10 minutos y 12000 g. El sobrenadante se transfirié a un vial nuevo y se incubé en hielo
durante 5 minutos, para permitir la disociacion de los complejos nucleoproteicos. Se anadieron
200 pl de cloroformo y se homogenizé vigorosamente durante 15 segundos y se incubé en hielo
durante 15 minutos. Después de centrifugar a 4 °C durante 15 minutos a 12000 g, la solucion se
separod en tres fases, de las cuales, la fase superior, acuosa e incolora, se transfirié a un vial, con
500 pl de isopropanol. Se mezcld por inversion y se incubd en hielo durante 10 minutos, tras lo
cual, se centrifugé a 4 °C durante 10 minutos y 12000 g, para recoger el ARN precipitado. Se
deseché el sobrenadante y se lavé el precipitado con 1 ml de 75% etanol (v/v). Finalmente, se
centrifugd a 4 °C durante 5 minutos y a 7500 g, se sec6 en un SpeedVac, se resuspendi6 en 50
ul de agua libre de ARNasas y se incubd a 55-60 °C durante 10-15 minutos. EI ARN obtenido se

conservo a -80 °C.

3.4 Extraccion de ARN de plantas infectadas

La purificacién de ARN a partir de raices o tallos de plantas infectadas se llevé a cabo
utilizando el kit comercial RNeasy Plant Mini kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Con ayuda de un mortero y nitrégeno liquido, se pulverizaron 100 mg de raices o
tallos de plantas infectadas y el polvo resultante se afiadidé un vial con tampoén de lisis. A
continuacion se eliminaron los restos celulares por filtracion y centrifugacion en columna

suministrada en el kit, y se afadié etanol 100% y tampdén de adhesién para que el ARN se
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adhiriera a la membrana utilizada. Después de varios lavados, el ARN se eluy6é en un volumen

de 35 pl de agua desionizada estéril y se conservé a -80 °C.

4. Manipulacion de acidos nucleicos
4.1 Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

La separacion e identificacion de moléculas de ADN y ARN se realizd6 mediante
electroforesis en geles de agarosa disuelta en tampdn TAE". La concentracion de agarosa varié
en funcién del tamafio de los fragmentos a separar, oscilando entre 0.7 y 2% (p/v). Para
visualizar los &cidos nucleicos por transiluminacion con luz ultravioleta, se anadié bromuro de
etidio (0.5 pg/ml). Cada muestra se mezclé con tampdn de carga(z) para geles de agarosa en
proporcién 4:1 (v/v). La electroforesis se realizé en cubetas horizontales con tampén TAE, a un

voltaje constante de 1-4 V/cm.

El tamafo de los fragmentos de ADN se estimd por comparacion con el marcador de
tamafio 1 KB plus DNA Marker (Enzimax), que contiene fragmentos desde 75 pb a 20 kb.

”’Tampén TAE: 40 mM Tris-acetato y 1 mM EDTA pH 8.0.

(Z)Tampc')n de carga: 0.25% azul de bromofenol p/v; 0.25% azul de xilencianol p/v y 40% sacarosa p/v en 5
x TAE.

4.2 Recuperacion de fragmentos de ADN en geles de agarosa

La purificacién de fragmentos de ADN de geles de agarosa se realizd6 empleando el kit
comercial GENECLEAN® Turbo kit (MP), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las
soluciones incluidas en el kit proporcionan la concentracion salina y el pH adecuados para la

unioén del ADN a la membrana de silice y su posterior eluciéon en condiciones basicas.
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4.3 Tratamientos enzimaticos de acidos nucleicos

4.3.1 Tratamientos con endonucleasas de restriccion

Las enzimas de restriccion empleadas para los tratamientos fueron suministradas por
Roche o Fermentas. Los tratamientos del ADN con una unica enzima de restriccion se realizaron
en el tampén y a la temperatura de incubacién recomendados por el fabricante. Se emplearon
100 ng/ul de ADN plasmidico y 1-2 unidades de enzima por microgramo de ADN, sin superar
nunca el 10% del volumen total. En el caso de los tratamientos de ADNg para analisis Southern,
se trataron 1-2 yg de ADNg con cada enzima. Las incubaciones se llevaron a cabo a la
temperatura optima de la enzima durante 1- 3 horas. Las enzimas de restriccion se inactivaron

segun las instrucciones del fabricante, generalmente por choque térmico.

4.3.2 Clonacion de fragmentos de ADN en vectores

Para clonar fragmentos de ADN amplificados por PCR, se empled el kit comercial
pGEM®-T Vector System (Promega) o el kit pSparK® | DNA cloning system (Canvax), siguiendo
las instrucciones del fabricante. De manera rutinaria, antes de la clonacion los fragmentos se
precipitaron con acetato de amonio y etanol puro, o bien, se purificaron utilizando el Kit comercial
GENECLEAN®.

4 .4 Cuantificacion de acidos nucleicos

Para determinar la concentracion de las muestras de ADN o ARN se utilizd un
espectrofotometro Nanodrop® ND-1000, a una longitud de onda de 260 nm. En algunas
ocasiones, se cuantific6 por comparacién de la intensidad de las bandas con cantidades
conocidas del marcador de tamafo 7 KB plus DNA Marker (Enzimax), tras electroforesis en gel

de agarosa.
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4.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

4.5.1 PCR estandar

Segun la finalidad del experimento, para la amplificaciéon de fragmentos de ADN se
emplearon polimerasas termoestables (BIOTAQTM DNA polymerase de Bioline o Expand High
Fidelity PCR System de Roche), en las condiciones de reaccion indicadas en las instrucciones
de uso del fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo con 300 nM de cada uno de los dos
cebadores empleados, la concentracion de MgCl, adecuada, 0.2 mM de cada uno de los dNTPs
y 0.05 U/ul de polimerasa. La cantidad de ADN molde empleada fue aproximadamente de 5-20
ng/ul de gendémico o 1-2 ng/ul de plasmidico. Las condiciones en las que se llevaron a cabo las

reacciones de amplificacion se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 8. Condiciones PCR estandar. Tm es la temperatura de unién de los cebadores al molde y Text el

tiempo de extensién de la reaccion (1 minuto/kb de amplicén).

Etapa Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 min 1
Desnaturalizacion 94°C 35s
Unién del cebador Tm 35s 35
Extension 72°C / 68°C" Text
Extension final 72°C / 68°C"” 7-10 min 1

16°C Indefinido

'Cuando se empleé la Expand High Fidelity y el Text fue mayor a 3 min la temperatura fue 68°C.

4.5.2 Transcripcion inversa de ARN (RT-PCR)

A. Eliminacion de restos de ADN en muestras de ARN:

En primer lugar, el ARN purificado se tratd con el kit DNase | de Fermentas que incluye
tratamiento con ADNasa durante 30 minutos a 37 °C, a razén de 0.1 ug/ul de ARN y 0.1 U/ul de
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enzima. Para detener esta reaccion se incubd la mezcla a 65 °C durante 10 minutos, anadiendo

EDTA a concentracion final 2.5 mM para prevenir la hidrdlisis del ARN durante el calentamiento.

B. Sintesis de ADN copia (ADNc):

Para la sintesis de ADN copia, el ARN tratado con ADNasa se sometié a una
transcripcion inversa usando el kit M-MLV (“Moloney Murine Leucemia Virus” Reverse
Transcriptase) de Invitrogen. En un volumen final de 40 pl se mezclaron 2 ug de ARN total con
200 pmol de oligo-dT y 0.8 mM de dNTPs y se calenté a 65 °C durante 5 minutos. A
continuacion, la muestra se mantuvo en hielo y se afiadieron, 1 x tampdn First Strand Buffer (kit
M-MLV, Invitrogen), 4 U/ul del inhibidor de ARNasas RNasin® Plus RNase Inhibitor (Promega) y
5 mM de Ditiotreitol (DTT) (kit M-MLV, Invitrogen). A continuacion, se incub6 a 37°C durante 2
minutos vy, transcurrido ese tiempo, se afiadié la transcriptasa inversa (10 U/ul). Se incubd la
reaccion a 37 °C durante 50 minutos y finalmente se calenté a 70°C durante 15 minutos, para

inactivar la enzima.

4.5.3 Andlisis de expresion génica mediante PCR cuantitativa a tiempo real

La expresién de genes de F. oxysporum durante la colonizacion de plantas de tomate o
tras induccién en medios adecuados fue detectada mediante PCR cuantitativa a tiempo real
(qRT-PCR). Para ello, se utiliz6 como molde el ADNc obtenido a partir de ARN de raices o tallos
de plantas infectadas, o de micelio obtenido tras induccion del hongo con las parejas de

oligonucledtidos apropiadas (Tabla 4) y se amplificaron productos entre 160 y 300 pb.

Para cada muestra de ADNCc se realizaron tres réplicas técnicas simultaneas. La reaccién
de amplificacion se llevé a cabo en placas de 96 pocillos (Bio-Rad) con un equipo iCycler iQ real-
time PCR System (Bio-Rad). Por cada reaccién se anadieron 7.5 pl de iQ SyBR Green Supermix
(Bio-Rad), 6.9 pl de ADNc diluido en agua desionizada estéril (1:1) y 300 nM de cada
oligonucleétido en un volumen final de 15 pl. Para cada réplica técnica se usaron alicuotas de

una misma mezcla. Las condiciones de amplificaciéon se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 9. Condiciones de amplificacion de la PCR a tiempo real para la cuantificacién de expresion génica.

Etapa Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos

Unién del cebador 62°C 30 segundos

Extension 72°C 45 segundos “
Determinacién de fluorescencia 80°C 20 segundos

Para analizar los productos obtenidos tras la PCR se realizaron las curvas de
desnaturalizacion (curvas de Melting). Para ello se programé el equipo para aumentos de 0.5 °C
cada 5 segundos, comenzando a los 55 °C hasta alcanzar los 95 °C, determinandose la

fluorescencia tras cada aumento de temperatura.

Los niveles relativos de productos de qRT-PCR se determinaron usando el método AACt
(Livak & Schmittgen, 2001) (Pfaffll, 2001), siendo los valores Ct normalizados segun el valor Ct
obtenido para el gen actina usado como gen de referencia endégena. Para ello se aplico la

ecuacion:

Expresion relativa (Re) =2 (Clen = Clacy)

En los ensayos de expresién de genes de distintas estirpes la expresion relativa se

calculo referida a la expresion observada en la estirpe silvestre mediante la ecuacion:

Expresic')n relativa (Re) = 2_ [(Ctgen - Ctact)mutante'(Ctgen_ Ctact)silvestre]

Como controles negativos se utilizaron plantas no inoculadas y/o reacciones sin ADNc.

Los ensayos se repitieron tres veces con replicas biolégicas independientes.
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4.5.4 PCR de marcaje

Para los andlisis de hibridacion Southern se generaron sondas de ADN marcadas con
digoxigenina empleando DIG DNA Labeling Mix (Roche), una mezcla que contiene digoxigenina-
dUTP y dNTPs. Para obtener una sonda marcada se realiz6 una PCR estandar en la que se
sustituyeron los dNTPs por DIG DNA Labeling Mix.

4.5.5 PCR de fusién

Las construcciones utilizadas para la interrupcion de genes de F. oxysporum se
obtuvieron mediante PCRs de fusién, en las cuales se usaron como molde dos fragmentos
obtenidos previamente portadores de regiones solapantes, por lo cual no fue necesario el uso de
cebadores. El resto de componentes fueron como en una PCR estandar, utilizando siempre
Expand High Fidelity, aunque en condiciones diferentes a las rutinarias segun se detallan en la

tabla siguiente:

Tabla 10. Condiciones PCR de fusion. Text es el tiempo de extensién de la reaccion (usualmente 1 min/kb

del amplicén)

Etapa Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 45 segundos
Union del cebador 60°C 2 minutos 35
Extension 68°C Text
Extension final 68°C 10 min 1

16°C Indefinido
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4.6 Precipitacion de ADN

Para eliminar el tampén, la polimerasa y los dNTPs sobrantes de una PCR, o bien,
cuando fue necesario concentrar el ADN a un volumen menor se precipita el ADN (fragmentos
de PCR o ADNg).

4.6.1 Precipitacion rutinaria de ADN

La precipitacion rutinaria de ADN se llevo a cabo afadiendo 1:10 parte de una solucion 3
M de acetato de sodio y tres volumenes de 100% etanol frio. Se incubd a -20°C durante 30
minutos y, se centrifugé durante 30 minutos a 13000 rpm. Después de eliminar el sobrenadante,
se lavo dos veces el sedimento con 70% etanol (v/v) y, por ultimo, se resuspendié en el volumen

deseado de agua desionizada.

4.6.2 Precipitacién de sondas marcadas con digoxigenina

La precipitacion de sondas marcadas se realiz6 afiadiendo 10% de una soluciéon 8 M de
cloruro de litio (v/v) y 3 volumenes de 100% etanol frio. Se incubd a -20 °C durante 30 minutos y
se centrifugd durante 30 minutos a 13000 rpm. Posteriormente se lavd con 70% etanol (v/v), se

seco y se resuspendié en 10 ul de agua desionizada.

4.7 Hibridacion y deteccion de acidos nucleicos

4.7.1 Transferencia y fijacion de ADN a membranas de nailon para andlisis

Southern

Para el analisis Southern, el ADNg se traté con endonucleasas de restriccion y los
productos resultantes se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 0.7%. Una vez
terminada la electroforesis, se fotografié el gel y se traté para la desnaturalizacién del ADN y su

posterior hibridacion. Los tratamientos del gel se llevaron a cabo a temperatura ambiente y con
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agitacion suave. Primero se someti6 el ADN a una depurinizaciéon acida (hidrdlisis parcial)
sumergiendo el gel en 0.25 N HCI durante 15 minutos en dos lavados consecutivos. A
continuacion, se realizé una desnaturalizacion alcalina en 0.5 N NaOH:1.5 M NaCl, durante 15
minutos dos veces consecutivas. Finalmente, se neutralizé el ADN sumergiendo el gel en una
solucién 0.5 M Tris pH 7.5:1.5 M NaCl durante 30 minutos en dos lavados consecutivos. A
continuacion el ADN se transfiri6 por capilaridad a una membrana de nailon cargada
positivamente (Roche). La transferencia se llevé a cabo en una bandeja conteniendo tampén 10

x SSC™ en la que se colocaron, por orden:
» Una bandeja de electroforesis invertida.

» Un papel de filtro doblado 4 veces del tamafio del gel y empapado en solucion 10 x

SSC. Estas piezas quedaron en contacto con la solucion de la bandeja.
* 3 piezas de papel Whatman 3MM, humedecidas en 10 x SSC.

« El gel de agarosa con las muestras de ADNg tratado.

* La membrana de nailon.

* 3 piezas de papel Whatman 3MM, empapadas en 3 x SSC.

» 3 piezas de papel Whatman 3MM, secas.

* Una pila de unos 10 cm de servilletas de papel.

» Una placa de cristal y un peso aproximado de 0.5 kg.

Todo ello se dispuso con cuidado de eliminar las posibles burbujas de aire que pudieran
quedar entre el papel Whatman 3MM vy el gel, o entre el gel y la membrana de nailon. La
transferencia se prolongé durante al menos 12 horas a temperatura ambiente. Finalmente, la

fijacion del ADN a la membrana se realizd a 80 °C durante 90 minutos.

WTampoén 10 x SSC : 1.5 M NaCl y 0.15 M citrato sédico pH 7.0.

48



4.7.2 Prehibridacion e hibridacion

Para los andlisis Southern la membrana con el ADN fijado se prehibrid6 mediante
incubacion a 50 °C durante un minimo de 30 minutos con 0.3 ml/cm® de membrana de tampon

DIG Easy Hyb Granules (Roche). Para siguiendo las instrucciones del fabricante.

La hibridacion se realizé a 50 °C durante 12-14 horas con solucion de hibridacion!"

a
razon de 0.3 ml/cm? de membrana. Previamente la sonda en la solucion de hibridacion de incubd
a 100 °C durante 10 minutos y se enfrié rapidamente en hielo durante 5 minutos. Tras su uso,
tanto la solucién de prehibridacién como la de hibridacién se conservaron a -20 °C para su

posterior reutilizacion hasta un maximo de tres veces.

Wsolucion de  hibridacion: Tampoén DIG Easy Hyb Granules adicionada con 25 ng/ml de sonda

bicatenaria marcada con digoxigenina.

4.7.3 Lavados y deteccién

Una vez retirada la solucion de hibridacion, los filtros se lavaron dos veces con solucion 2
x SSC:0.1% SDS (v/v) a temperatura ambiente durante 5 minutos y con agitacion. A
continuacion, se realizaron otros dos lavados de 15 minutos a 50 °C con una solucién de 0.5 x
SSC:0.1% SDS (v/v) precalentada. Posteriormente se equilibré con tampdn 1M (0.5 ml/cm? de
membrana) a temperatura ambiente durante 5 minutos, y se bloque6 en tampdn 2@ (1 ml/cm? de
membrana) a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuacion se incubd con tampén 2
(0.2 ml/cm? de membrana) conteniendo anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fosfatasa
alcalina (750 U/ml, Roche) diluido 1:20000 a temperatura ambiente durante 30 minutos. La
membrana se lavé dos veces consecutivas durante 15 minutos con tampén 1 (1 ml/cm? de
membrana) conteniendo 0.3% Tween 20 (v/v) y se equilibré con tampén 3 (0.2 ml/cm® de

membrana) durante 5 minutos.

La deteccion se llevé a cabo por la accidon enzimatica de la fosfatasa alcalina sobre el
sustrato CDP-Star® (Roche) que da una sefial luminosa detectada por quimioluminiscencia. Para
ello, se colocd la membrana sobre una pieza de acetato y se le afadié una solucién con CDP-

Star® diluido™ (1 ml/100 cm? de membrana). Posteriormente, la membrana se cubrié con otra
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pieza de acetato y se retird el exceso de liquido. Finalmente, se capturé la imagen emitida con la

camara oscura Fujifilm LAS-3000.

WTampoén 1: 0.1 M acido maleico y 0.15 M NaCl pH 7.5
(Z)Tampén 2: 1% agente de bloqueo de Roche (p/v) en tampén 1.
®Tampén 3: 0.1M Tris-HCl y 0.1 M NaCl pH 9.5.

“Solucion CDP-Star ®: 1% en tampon 3 (v/v).

4.7.4 Retirada de sonda y rehibridacion

Para hibridar la membrana empleada en el analisis Southern con una nueva sonda, fue
necesario retirar previamente la sonda utilizada. Para ello, siguiendo el manual de uso del
sistema DIG Easy Hyb Granules, la membrana se lavé dos veces con agua destilada estéril a
temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacién, se incub6 dos veces con una solucién
0.2 M NaOH: 0.1% SDS (p/v) a 37 °C durante 10 minutos, con agitacién suave. Por ultimo, se
lavé dos veces con una solucion 2 x SSC durante 5 minutos a temperatura ambiente. Tras los

lavados, la membrana pudo ser utilizada tras prehibridar e hibridar con la nueva sonda.

4.8 Secuenciacion de ADN

La secuenciacion de ADN fue realizada en el Servicio de Secuenciacion Automatica de
ADN, SCAI (Universidad de Cérdoba, Espafa) usando el Dyedeoxy Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) en un aparato ABI Prism 377 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA), o en STABVIDA (Portugal), tanto de amplicones

obtenidos tras PCR como de plasmidos recombinantes.
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5. Transformacion genética
5.1 Transformacion de E. coli

Para obtener y transformar células competentes congeladas se siguié el método de

Hanahan (1986), con algunas modificaciones.

5.1.1 Obtencién de células competentes

Una colonia fresca o 10 ul de células congeladas en glicerol, de E. coli DH5a se inoculo
en 5 ml de PSI-b!" y se incubd 12 horas a 37 °C con agitacion. El cultivo estacionario se transfirid
a 100 ml de PSI-b en un matraz de 1 | (precalentado a 37 °C) y se continud la incubacién con
agitacion vigorosa hasta que la densidad éptica a 550 nm fue de 0.45-0.5. A continuacion, se
enfrio en hielo durante 5 minutos y se centrifugd a 4 °C durante 5 minutos a 5000 g.
Seguidamente, las células se resuspendieron suavemente en 40 ml de solucién Tfb-1? fria.
Después de incubar 5 minutos en hielo, se centrifugaron a 4 °C durante 5 minutos a 5000 g, se
retird el sobrenadante y se resuspendieron suavemente en 4 ml de solucion Tfb-2% fria. Por
ultimo, se enfrié en hielo durante 15 minutos, se repartieron en alicuotas de 100 ul en viales

previamente enfriados y se conservaron a -80 °C hasta su uso.

Wps|-h: 5 g/l extracto de levadura; 20 g/l triptona y 5 g/l MgSO4 x 7H,O. Ajustar a pH 7.6 con KOH.
Esterilizar en autoclave.

@Solucion Tfb-1: 30 mM acetato potasico pH 6.9; 50 mM MnClz; 100 mM KCI; 10 mM CaCl, y 15% glicerol
v/v. Esterilizar por filtracién.

®solucion Tfb-2: 10 mM MOPS pH 7.0; 75 mM CaCly; 10 mM KCI y 15% glicerol v/v. Esterilizar por
filtracion.
5.1.2 Transformacion de células competentes

Las células competentes se descongelaron incubando en hielo. A 50 ul de éstas se les
afadio 5 ul de la solucion de ADN vy se incubaron 30 minutos en hielo. Transcurrido este tiempo,

las células se sometieron a un choque térmico de 42 °C durante 2 minutos y se dejaron en hielo
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durante 5 minutos. Para permitir la expresién del gen que confiere resistencia a ampicilina, las
células transformadas se incubaron a temperatura ambiente sin agitacién durante 15 minutos
con 100 pl de medio LB. Por ultimo, se sembré toda la mezcla de transformacién en placas de

medio selectivo, y se incubaron a 37 °C durante 12-14 horas.

5.2 Transformacion de F. oxysporum

5.2.1 Obtencidn de protoplastos

Los protoplastos se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito por Powell y Kistler
(Powell & Kistler, 1990), con modificaciones. Esporas del hongo congeladas con glicerol se
inocularon en 100 ml de medio PDB vy se cultivaron 3-5 dias a 28°C con agitacién. Transcurrido
este tiempo se recogieron las nuevas esporas y 5 x 10® se inocularon en 200 ml de medio PDB.
Después de 12-14 horas a 28°C, las germinulas obtenidas se recogieron por filtracion con un
filtro de nailon (Monodur, 10-15 ym) y se lavaron con abundante solucion oM™ A continuacion,
se recogieron con una espatula estérii y se resuspendieron en 20 ml de solucion OM
conteniendo 0.5% (p/v) de una mezcla comercial de enzimas liticas de paredes celulares
fungicas (Glucanex® de Novozymes). El tratamiento enzimatico se prolongd durante 45 minutos a
30 °C con agitacion muy suave. Transcurrido este tiempo, se comprobd la formacion de
protoplastos mediante observacion microscépica cada 5-10 minutos hasta que el numero y la
calidad de los protoplastos fueron adecuados. A continuacion, se filtré la muestra a través de dos
fitros de nailon (Monodur, 10-15 um) y se lavé con dos volimenes de solucion sTCY?,
manteniendo los tubos en hielo. Posteriormente, se centrifugd a 4 °C y a 1500 g durante 15
minutos para recoger los protoplastos obtenidos. Estos se resuspendieron suavemente en 1 ml
de solucion STC y se determind su concentracion, mediante observacion al microscopio en una
camara de Thoma. Se repartieron en alicuotas de 100 uyl a una concentracion de 2 x 10’
protoplastos/ml. A continuacién, se procedié a su transformaciéon o a su almacenamiento a -80
°C, después de afiadirles 10% de solucion PEG® (v/v) y 1% de DMSO (v/v).

Wsolucion OM: 1.2 M MgSOs; 0.1 M Na;HPO,, pH 5.8-6.0 ajustado con acido ortofosférico. Esterilizar por
filtracion.

@solucion STC: 0.8 M sorbitol; 50 mM CaCl, y 50 mM Tris-HCI, pH 7.5.

®Solucion PEG: 60% polietilenglicol 6000 (p/v) en 0.6 M MOPS.
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5.2.2 Transformacién de protoplastos

Se realizé siguiendo el protocolo descrito por Malardier (Malardier et al, 1989), con
algunas modificaciones. Se mezclaron 1-2 ug de ADN transformante con 10 ul de 0,1 M acido
aurintricarboxilico (ATA) (fuerte inhibidor de nucleasas) y se llevaron hasta un volumen final de
60 pl con solucion TEC!". También se prepar un control sin ADN consistente en 10 ul de ATA'y
50 pl de solucion TEC. La mezcla se incubé en hielo durante 20 minutos, al mismo tiempo que
los protoplastos obtenidos, ya fueran frescos o congelados a -80°C. Transcurrido ese tiempo, el
ADN fue centrifugado 2 minutos a 12000 g y el sobrenadante se mezclé suavemente con los
protoplastos y, de nuevo, se incubd en hielo durante 20 minutos. Seguidamente se anadieron
160 pl de PEG (el mismo usado en el apartado 5.2.1) y se prolongé la incubacién a temperatura
ambiente durante 15 minutos, después de los cuales se afadid 1 ml de soluciéon STC. Se
centrifugaron durante 5 minutos a 3000 rpm para recoger los protoplastos y el pellet se
resuspendio en 200 ul de solucion STC. Posteriormente se mezclaron alicuotas de 50 pl de
protoplastos conteniendo el ADN con 3 ml de agar de cobertera precalentado a 45 °C, y se
sembraron en medio minimo soélido de regeneracién. En el caso del control, sin ADN, se
realizaron diluciones 107 y 10 en STC, afadiendo 100 pl de cada una a 3 ml de agar de
cobertera sembrado en medio minimo de regeneracion, con el fin de obtener placas con distintas
concentraciones de protoplastos y determinar el porcentaje de regeneracion y su viabilidad.
Ademas, se realizd una dilucion 10™ de la solucién control en agua desionizada, lo que provoca
la desestabilizacion de los protoplastos y su consiguiente muerte, de la cual 100 pl fueron
mezclados con el agar de cobertera, para determinar el porcentaje de esporas presentes. Un
ultimo control se realizé6 mezclando 190 ul de la solucién control con 3 ml de agar de cobertera,
para certificar la ausencia de crecimiento en medio selectivo. Las placas con medio sdlido se
incubaron a 28 °C durante un tiempo variable dependiendo del antibiético de seleccién, para
permitir la expresion del ADN transformante. Para la seleccién con higromicina B, se incubaron
durante 14 horas, y para la seleccion con fleomicina, durante 90 minutos. Transcurrido este
tiempo, se anadieron 3 ml de agar de cobertera con el antibidtico de seleccion, 2 mg de
higromicina B 0 0.2 mg de fleomicina, excepto en los controles de regeneracion y en el control de
esporas. Por ultimo, se incubaron a 28 °C hasta la aparicion de colonias con fenotipo
transformante.
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Los transformantes obtenidos se transfirieron de manera adecuada a medio selectivo,
donde se cultivaron como paso previo a la obtencion de colonias puras (originadas a partir de
una Unica espora). Posteriormente, los transformantes obtenidos fueron confirmados mediante

amplificacion selectiva por PCR y por analisis Southern.

Wsolucion TEC: 10 mM Tris-HCI, pH 7.5; 1 mM EDTA y 40 mM CaCl,.

5.2.3 Inactivacion dirigida de genes

La interrupcion de genes de F. oxysporum f. sp. lycopersici se llevd cabo mediante
reemplazamiento génico dirigido usando la técnica Split Marker (Catlett et al, 2003). Para ello, en
cada transformacioén se utilizaron dos fragmentos de ADN solapantes (Figura 5A). Uno de los
fragmentos contenia la secuencia promotora del gen diana, obtenida tras amplificacion mediante
PCR con oligonucleétidos especificos (Tabla 4) sobre ADNg del hongo como molde, fusionada al
extremo 3’ del casete de resistencia usado (higromicina o fleomicina) mediante PCR de fusién
(Carroll et al, 1994), también obtenido por PCR a partir de un vector portador de dicho casete. El
otro fragmento contenia la regiéon terminadora del gen diana, obtenido por amplificaciéon con
oligonucleoétidos especificos usando el ADNg del hongo como molde, fusionado al extremo 5’ del
casete de resistencia. Para ello, los oligonucleétidos del gen diana fueron disefiados con una
cola de 30 nucledtidos en el extremo 5 complementarios al extremo 3’ o 5 del casete de
resistencia, por lo tanto susceptibles de fusionar con dicho casete. Por ultimo, se realizé una
nueva amplificacién para cada construccion mediante PCR con oligonucledétidos especificos del
interior del casete de resistencia y de la regién flanqueante del gen diana, de modo que cada
construccion era portadora aproximadamente del 75% de cada extremo del casete de
resistencia, incluyendo una regién idéntica en ambas construcciones, y 1 kb de la region
promotora o terminadora del gen diana. Asi, la integracién del casete parcial de cada

construccién no puede conferir resistencia al antibiético de seleccion.
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Figura 5. Esquema de interrupcidon génica mediante la técnica Split Marker (Catlett et al, 2003): A
Obtencién de construcciones; B Suceso de recombinacién doble que se espera que ocurra en el interior del
protoplasto de F. oxysporum.
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Para la obtenciéon de mutantes con alelos delecionados, se transformaron protoplastos
de la estirpe silvestre de F. oxysporum, o bien protoplastos procedentes de estirpes mutantes
para obtener dobles mutantes, empleando las dos construcciones solapantes obtenidas
anteriormente. El hecho de recombinacién esperado es la sustitucion homoéloga del gen diana
por el casete de resistencia (Figura 5B). Para ello, las dos construcciones deben recombinar
entre si en el interior del hongo, obteniéndose una unica construccion con el casete de
resistencia completo y funcional, y a su vez dicha construccién debera recombinar de manera
homologa en el gen diana, sustituyendo el alelo silvestre por el casete de resistencia. Este
mecanismo de doble recombinaciéon reduce, en gran medida, la cantidad de falsos positivos

obtenidos por recombinacién heterdloga.

5.2.4 Complementacion genética de mutantes con genes interrumpidos.

La complementacion se llevé a cabo mediante la introduccién del alelo silvestre en la
estirpe mutante con el alelo interrumpido y un casete de resistencia a un antibidtico tras
cotransformacion de protoplastos obtenidos a partir de la estirpe mutante. De este modo se
espera la integracion heteréloga del alelo silvestre. Para ello se amplificaron por PCR el gen
diana, incluyendo la regién promotora y la terminadora, usando ADNg de F. oxysporum como
molde, y el casete de resistencia a partir del vector de clonaciéon adecuado, usando parejas de

oligonucleotidos especificos (Tabla 4).

6. Ensayos de infeccién de plantas de tomate

Para analizar el patotipo de los mutantes de F. oxysporum obtenidos en este trabajo, o
bien, para determinar la expresién de genes responsables de enzimas fungicas durante el
proceso de infeccion, se usaron plantas de tomate de la especie Lycopersicon esculentum (cv.
Money Maker). Las semillas fueron proporcionadas por Syngenta (El Ejido, Almeria) y por el Dr.

Jesus Cuartero (La Mayora, CSIC, Malaga).

Las plantas fueron cultivadas hasta que presentaron sus primeras hojas verdaderas v,

posteriormente, sus raices se sumergieron en una suspension conteniendo 5 x 10° esporas
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frescas/ml durante 30 minutos. A continuacién, se trasplantaron a celdas individuales con
vermiculita, para ensayos de infeccién rutinaria, o bien se mantuvieron en la suspension de
esporas con una leve agitaciéon, para ensayos de expresion en raices y tallos. En ambos casos

se mantuvieron en camaras de cultivo con condiciones ambientales controladas.

La evolucion de la enfermedad se evalud durante las semanas siguientes a la infeccion.
Para ello se utilizaron los indices de enfermedad descritos por Huertas-Gonzalez (Huertas-
Gonzalez et al, 1999) que corresponden con los siguientes estadios: 1, planta sana; 2, primeras
hojas afectadas; 3, hojas y peciolos caidos; 4, hojas muertas y tallo erguido, y 5, planta muerta
(Figura 6). La evolucién de la enfermedad también se definié por el porcentaje de supervivencia
de las plantas tras 30-40 dias usando el método Kaplan-Meier, analizando los datos con el
programa GraphPad Prism, tal y como ha sido descrito por Lépez-Berges (Lopez-Berges et al,
2012). Para los ensayos de expresién de genes, las plantas fueron colectadas a distintos
tiempos, recogiéndose por separado las raices y los tallos, que fueron almacenados a —80°C

hasta su utilizacion.

Figura 6. indices de enfermedad de plantas de tomate infectadas con F. oxysporum f. sp. lycopersici
(Huertas-Gonzalez et al, 1999).

57



7. Manipulacién de muestras proteicas
7.1 Determinacion de la cantidad total de proteinas

La concentracion de proteinas se determind mediante el método descrito por Bradford
(Bradford, 1976). Para ello se mezclaron 5 ul de la muestra proteica con el compuesto Bio-Rad
protein assay (acido fosférico y metanol) en un volumen final de 200 pl en placas microtiter de 96
pocillos. Posteriormente, se determiné la absorbancia de las muestras a 595 nm. La

seroalbumina bovina (BSA) se utiliz6 como estandar de concentracion.

7.2 Isoelectroenfoque preparativo

La separacion de proteinas en funcion de su punto isoeléctrico (pl) se consiguid
mediante la técnica de isoelectroenfoque (IEF) preparativo, usando un aparato Rotofor® Cell
System (Bio-Rad). Se genera un gradiente de pH gracias a la aplicacion de un voltaje constante
y a la presencia en la solucidon de anfolitos, moléculas cargadas que ayudan a establecer un
gradiente de pH ascendente desde el anodo hasta el catodo. Gracias al gradiente de pH
generado y al voltaje aplicado por el sistema, las proteinas de la solucién migran hasta encontrar
su carga neta 0 o, lo que es lo mismo, su pl. Asi, las proteinas basicas migran hacia el catodo y

las acidas hacia el anodo obteniéndose 20 fracciones con rango de pH ascendente.

De este modo, un volumen total de 55 ml de solucién proteica conteniendo un 2% de
anfolitos (Bio-Lyte 3/10 Ampholytes, Bio-Rad) con rango de pH 3-10 fue sometido al IEF
preparativo aplicandose una corriente de 12 W de potencia durante 3-5 horas a 4 °C.
Transcurrido este tiempo se recogieron 20 fracciones de 2,5-3 ml cada una. El pH de las

fracciones se determiné usando un pHmetro.

7.3 Separacion de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida

La separacién de proteinas, asi como el calculo de su peso molecular aproximado, se
llevd a cabo mediante electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida SDS-PAGE
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(Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrilamide Gel Electroforesis) (Laemmli, 1970). Las muestras se
mezclaron con tampdén de carga“), se hirvieron durante 5 min y se aplicaron en un gel de
poliacrilamida (40% Acrylamide/Bis solution 37.5:1, Bio-Rad), que constaba de dos fases, un gel
superior o gel concentrador?, con una concentracion de poliacrilamida de 4%, y un gel inferior o
gel separador(3) con una concentracion de poliacrilamida de 12% o 10%. La electroforesis se

realiz6 en tampoén Tris-Glicina®

a un voltaje constante de 80 V mientras las muestras se
introducian en el gel concentrador y después a un voltaje de 130 V en el gel separador,
empleando un sistema vertical (Bio-Rad Miniprotean Il). Los marcadores de peso molecular

usados fueron ProSieve® Quad Color protein marker (4.6-300KDa).

(l)Tampc')n de carga: 50 mM Tris-HCI pH 6.8, 8% glicerol (v/v), 1.6% SDS (p/v), 4% R-mercaptoetanol (v/v),
0.1% azul de bromofenol (p/v).

@Gel concentrador: 0.25 M Trizma base, 0.2% SDS (p/v), 4% poliacrilamida (v/v), 12 pg/ml Amonio
persulfato, 4 pl/ml N,N,N’,N’-Tetrametiletilenediamina (TEMED), pH 6.8.

Acel separador: 0.75 M Trizma base, 0.2% SDS (p/v), 10-12% poliacrilamida (v/v), 12 pug/ml Amonio
persulfato, 4 yl/ml TEMED, pH 8.8.

”’Tampén Tris-Glicina: 25 mM Trizma base, 192 mM glicina, 0.1% SDS (p/v) pH 8.3.

7.4 Tincién con azul de Coomasie

Los geles de proteinas se tifieron con una solucion de colorante azul Coomassie'",
durante 1-14 horas a temperatura ambiente, hasta que las bandas de proteinas fueron
claramente visibles. Para destefiir el gel se usé primero una solucién de tincién fuerte® durante
30-60 minutos y posteriormente una solucién de tincién débil® hasta la desaparicion completa

del color azul de fondo. Posteriormente, se capturé una imagen fotografica del gel.

Wsolucion azul Coomasie:  0.125% del colorante Azul Brillante R (p/v) disuelto en una mezcla de 40%
metanol (v/v) y 10% acido acético (v/v) en agua destilada.

@Solucion tincion fuerte:  10% acido acético (v/v) y 50% metanol (v/v) en agua destilada.

®Solucion tincion débil: 7% acido acético (v/v) y 5% metanol (v/v) en agua destilada.
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7.5 Precipitacion de proteinas con metanol-cloromorfo

Para concentrar y limpiar las muestras proteicas se precipitaron con metanol y
cloroformo (Wessel & Flugge, 1984). A cada muestra se le afiadid, de forma sucesiva, 4
volumenes de metanol, 1 volumen de cloroformo y 3 volumenes de agua estéril desionizada,
todo ello bien homogenizado. A continuacién se centrifugé a 12000 g durante 5 minutos y se
elimin6 la fase superior (las proteinas quedan en la interfase como un anillo blanquecino).
Posteriormente se afadieron de nuevo 3 volimenes de metanol y se centrifugé durante 5
minutos a 12000 g. Se elimind el sobrenadante y se dejo secar el pellet, de proteinas, antes de

resuspenderlo en agua desionizada estéril.

7.6 Obtencion de extractos proteicos

Los extractos proteicos de enzimas lipoliticas se obtuvieron a partir de un cultivo con 5 x
10® esporas/ml en 100 ml de PDB a 28 °C con agitacion (170 rpm) durante 14 h. Al cabo de ese
tiempo las germinulas obtenidas se colectaron por filtracion en membrana de nailon (Monodur,
10-15 pym) y se traspasaron para su induccion en medio SM suplementado con 2% de aceite de
germen de trigo (WGO), donde se incubaron durante 18-20 horas a 28 °C con agitacion.
Transcurrido ese tiempo, el cultivo fue filtrado por membrana de nailon y se centrifugé durante 10
minutos a 10000 rpm. El sobrenadante obtenido se mantuvo a 4 °C. Y a partir de este punto
todos los pasos se realizaron a 4 °C. Se transfirié el sobrenadante a tubos de diélisis de celulosa
(diametro de poro 12 KDa) (Sigma), para ser dializados frente a agua destilada durante 12-14
horas. A continuacién, se colocaron las membranas en contacto con polietilen glicol 35000 (PEG,
35k Mr; Fluka Chemika-Biochemika), para la absorcién del agua presente en las muestras hasta
llevarlas a un volumen final de 2 ml, lo que resulté en un factor de concentraciéon de 50 veces,
para el uso del extracto crudo, o hasta unos 55 ml, concentrando 4 veces, para ser sometido a
IEF. A todas las muestras se les afiadi6 PMSF (10 pl/ml) y céctel de inhibidor de proteasas (10
pl/ml). Cuando fue necesario, se mezclaron las fracciones obtenidas tras IEF de cuatro en
cuatro, y se dializaron frente a agua a 4 °C durante 12-14 horas, previa adicién de cloruro sédico
a una concentracion final de 1 M con la finalidad de eliminar los anfolitos usados en el IEF.
Posteriormente estas muestras se liofilizaron y resuspendieron en agua. Las muestras se

guardaron a -20°C hasta su uso.
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8. Ensayos bioquimicos de actividad lipasa

La actividad lipasa se determiné mediante el ensayo colorimétrico descrito por Winkler y
Stuckmann (Winkler & Stuckmann, 1979) con algunas modificaciones. Para este ensayo se
utilizé p-nitrofenil palmitato (pPNPP, Sigma) como sustrato. La mezcla de reaccion se llevd a cabo
en un volumen final de 250 pL, conteniendo: 50 mM tampon Bis-tris-propano pH 8, 0,1% tritén X-
100 (v/v), 1% goma arabica, 2 mM pNPP (diluido en isopropanol y homogenizado por sonicacion)
y 20 pL de extracto proteico como fuente de enzima. La reaccién se incubd en placas microtiter
de 96 pocillos a 37 °C midiendo la absorbancia a 405 nm de forma periédica en un
espectrofotometro (SpectraFluor Plus) hasta la deteccion de la actividad enzimatica, usualmente

transcurridos 15-30 minutos.

La actividad lipasa se determind con relaciéon a una curva estandar de p-nitrofenol y se
expreso en ymol o nmol de p-nitrofenol liberado por ml de muestra por minuto. Cada ensayo se

realizd al menos 3 veces con 3 replicas bioldgicas independientes.

9. Deteccidn de la produccion de Bikaverina

La fraccion lipidica resultante tras cultivar las distintas estirpes mutantes y silvestre en
medio SM con 2% de WGO, como unica fuente de carbono, durante 18-20 horas a 28°C y en
agitacion constante, fue separada de los restos del cultivo tras centrifugar 5 minutos a 12000 g y

recoger la fraccion superior (flotante). Una imagen fotografica se muestra en la figura 30.

9.1 Determinacién de absorbancia

Para una primera aproximacién de la produccion de Bikaverina, se realizé un barrido de
las absorbancias a longitudes de onda entre 200-600 nm de la fraccion lipidica de los diferentes

mutantes usando un espectrofotémetro NanoDrop®.
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9.2 ldentificacion mediante espectrometria y cromatografia de masas

La identificacion de la bikaverina en la fraccion lipidica se llevo a cabo mediante
espectrometria y cromatografia de masas realizada en la unidad de espectrometria de masas de
la Universidad de Cérdoba. Las fracciones lipidicas obtenidas se sometieron a una particion
mediante tres extracciones consecutivas con acetonitrilo-hexano. Las fracciones de acetronitrilo
fueron concentradas hasta 2 ml, a continuacion separadas por extraccion de la fase sélida
mediante columnas de Florisil (1g) para eliminar los residuos oleosos de las muestras y eluidos
con 15 ml de acetonitrilo. Por ultimo, las muestras se secaron en un rotovapor, se
reconstituyeron con 1 ml de metanol y se sometiron a espectrometria de alto rendimiento por
cromatografia liquida de masas (MS) mediante ionizacién positiva por electroespray (HPLC/MS
Varian 1200L Triple Quadrupole). Para una identificacion exacta, una solucién de Bikaverina
purificada, cedida generosamente por el Dr. Javier Avalos (Universidad de Sevilla) fue usada
como referencia. Los iones formados en la ionizacién fueron detectados mediante un escaner de
masas iénicas desde m/z 150 a m/z 800 (1 s/scan). La cromatografia liquida se llevé a cabo
usando una columna de fase inversa C18 (15 cm x 0,21 mm ID) a una temperatura de 35 °C. Las

fases moviles usadas fueron agua/acido férmico (0,1%) y metanol en gradiente.

10. Analisis informaticos

10.1 Busqueda BLAST

Las busquedas in silico de genes, tanto de F. oxysporum como de otras especies
fangicas, se realizaron usando el algoritmo BLAST (Altschul et al, 1990) alojado en las paginas
webs correspondientes al National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) o al Broad Institute Fusarium Comparative Database

(http://www.broadinstitute.org).
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10.2 Alineamientos

Las secuencias de aminoacidos deducidas de distintos genes de F. oxysporum y de
otras especies fungicas cercanas fueron alineados usando el algoritmo CLUSTALW (Thompson
et al, 1994) y el programa informatico Bioedit v7.0.0 (Hall, 1999).

10.3 Arboles filogenéticos

Para la obtencion de arboles filogenéticos, los alineamientos de secuencias de
aminoacidos, obtenidos previamente, fueron desprovistos de los huecos existentes mediante el
programa GBlocks v0.91b (Castresana, 2000). A continuacion, aplicando el programa PHYLM
v3.0 (Guindon & Gascuel, 2003) se realizé un analisis filogenético con un “bootstrap” no
paramétrico de 1000 repeticiones a partir del alineamiento resultante, usando el modelo de
sustitucién mas adecuado. Dicho modelo viene determinado tras la optimizacién realizada por el
programa MODELGENERATOR v0.85 (Keane et al, 2006). La relacién filogenética obtenida se

representd mediante un cladograma construido con el programa MEGA v4 (Tamura et al, 2007).

10.4 Calculos teoricos sobre proteinas deducidas

El peso molecular y el pl teérico de las distintas proteinas analizadas en esta tesis se

calcul6 mediante la aplicaciéon alojada en la web (http://scansite.mit.edu/calc_mw_pi.html). El

peso molecular viene dado segun los pesos atémicos estandar de acuerdo a la IUPAC (1997),
asumiendo un pH de 7. El pl se calculd6 mediante el programa ExPASy’s Compute pl/Mw
(Gasteiger et al., 1993).

El péptido sefal tedrico se obtuvo mediante el programa SignalP v4.0 (Nordahl et al.,

2011) alojado en la pagina web (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP).
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CAPITULO 1

Perfil de enzimas lipoliticas: papel durante el desarrollo
de la enfermedad vascular en tomate
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1. Introduccioén

1.1. Lipasas

1.1.1. Mirada histérica y definicion

Las lipasas se describieron en 1856 por Claude Bernard al descubrir una lipasa en el
jugo pancredtico. En los afos 1950 se realizaron los primeros trabajos en hongos,
encontrandose lipasas en especies de los géneros Aspergillus, Candida, Rhizopus, Mucor,
Geotrichum, Penicillium y Humicola (Brockerhoff & Jensen, 1974; Lawrence, 1967). En 1958, se
definieron las lipasas en términos cinéticos, basandose en el fendmeno de activacion interfacial,
por el cual, estas enzimas solo se activarian en presencia de una interfase lipido-agua (Sarda &
Desnuelle, 1958). En 1990 dos lipasas fueron analizadas mediante rayos X, revelando que la
activacion interfacial se debia a una estructura que cubria el sitio activo capaz de desplazarse en
presencia de la interfase (Brady et al, 1990; Winkler et al, 1990) (Figura 7).

‘ N-terminal

C-terminal

Figura 7 . Estructura tridimensional de la lipasa pancreatica humana
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Actualmente, las lipasas (triacilglicerol hidrolasas, EC 3.1.1.3) se definen como enzimas
que catalizan la hidrdlisis de triglicéridos insolubles de cadena media o larga y otros ésteres o
acidos grasos insolubles en agua. La hidrdlisis de triglicéridos da lugar a diglicéridos,

monoglicéridos, acidos grasos libres y glicerol (Figura 8).

O
0 *MA OH
O Lipasa 0
O)OK’NM +3H0 — OH +3 HO*AM
0 *AM CH
Triacilglicerol Glicerol Acido graso

Figura 8 . Hidrdlisis de triacilglicéridos llevada a cabo por lipasas

1.1.2. Estructura y mecanismo de accion

Estructuralmente, las lipasas se caracterizan por una estructura a/B-hidrolasa plegada,
una triada catalitica consistente en serina - acido aspartico o glutdmico - histidina, incluyéndose
la serina en un pentapéptido altamente conservado con la secuencia GxSxG (x=cualquier
nucledtido) que forma parte del denominado codo nucleofilico, y una estructura movil,
denominada tapadera, cuyo desplazamiento es necesario para la conformaciéon activa de la
enzima (Cambillau & van Tilbeurgh, 1993; Lowe, 1992; Nardini & Dijkstra, 1999; Pleiss et al,
1998; Pleiss et al, 2000; Winkler et al, 1990).

La estructura a/B-hidrolasa plegada consiste en un centro hidrofébico constituido por
ocho laminas § empaquetadas entre dos capas formadas por hasta seis hélices a anfipaticas. La
accion catalitica reside en la triada serina-acido-histidina, altamente conservada, cuyos residuos
forman una geometria determinada (Figura 9). La serina, se localiza en el codo nuclecfilico tras
la quinta lamina, el acido tras la séptima y la histidina tras la octava. Para el reconocimiento del
sustrato tan son esenciales cinco laminas B paralelas, el orden de la triada catalitica y el codo
nucleofilico en la quinta lamina (Cousin et al, 1998). La hidrolisis del éster por la a/B-hidrolasa
consiste en cinco pasos basicos (Cygler et al, 1994): la union del sustrato; el ataque nucleofilico

sobre el enlace éster del carboxilo, llevado a cabo por la serina y mediado por el acido y la
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histidina de la triada catalitica; la estabilizacion del intermediario formado por la accién del
denominado hueco oxianion, formado por dos amidas (Pleiss et al, 2000); la liberaciéon de un
alcohol formando un complejo acil-lipasa; y su hidrolisis, liberandose un acido graso y
regenerandose la enzima. La tapadera movil, caracteristica de lipasas, consta de dos hélices a
cortas y se encuentra cubriendo el sitio catalitico en la forma inactiva. Su desplazamiento,
asociado a la presencia de una interfase lipido-agua, activa la enzima al dejar accesible el sitio
catalitico (Nardini & Dijkstra, 1999).

Y il o Histidine
Nucleophile®,
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Figura 9. Esquema de la estructura secundaria de la a/B-hidrolasa plegada. Las hélices a y las laminas
estan representadas por cilindros blancos y flechas grises, respectivamente. La localizacién de la triada

catalitica esta indicada por puntos negros (Nardini & Dijkstra, 1999).

1.1.3. Aplicaciones y funciones de lipasas

Aplicaciones industriales

Las lipasas son enzimas de gran interés debido a su termoestabilidad, su especificidad
de sustrato, su actividad sobre solventes organicos, su quimioselectividad y estereoselectividad,

y por su independencia de cofactores para la reaccién catalitica. Ademas, son faciles de extraer
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en grandes cantidades, especialmente a partir de formas biolégicas. La estructura cristalografica
de muchas lipasas es conocida, lo que facilita su disefio sintético mediante ingenieria quimica.
(Hasan et al, 2006; Jaeger & Eggert, 2002; Jaeger & Reetz, 1998). Por ello, constituyen el tercer
grupo de enzimas industriales, ofreciendo aplicaciones en alimentacion, farmacéutica,
produccion de cosméticos, compuestos agroquimicos, produccion de detergentes, tratamiento de
residuos, produccién de celulosa y papel, procesos de quimica organica, industria textil o incluso
como herramienta diagndstica (Ghosh et al, 1996; Hasan et al, 2006; Jaeger et al, 1999; Jaeger
& Eggert, 2002; Jaeger & Reetz, 1998).

Funciones biolégicas

Para determinar las funciones de las lipasas es necesario conocer el sustrato que
degradan, es decir, los lipidos. Los lipidos se definen como moléculas biolégicas solubles en
solventes organicos con propiedades hidrofébicas o anfipaticas. Clasicamente, las funciones de
los lipidos se reducen a su papel estructural en membranas biolégicas y como reserva de
energia. No obstante, durante los ultimos 20 afios se han descubierto nuevas funciones, lo que

explica que existan en la naturaleza miles de tipos diferentes.

Asi, se han descrito funciones tan diversas como ser moléculas de sefalizacion en
procesos fisiopatoldgicos; estar implicados en el transporte intracelular y en la transcripcion
génica; o regular procesos como el crecimiento, la diferenciacion y la apoptosis celular (Dickson
& Lester, 2002; Shea & Del Poeta, 2006; Singh & Del Poeta, 2011). Algunos productos de la
hidrélisis de triacilglicéridos, como el diacilglecerol o los &cidos grasos, pueden actuar como
mensajeros secundarios en diversos procesos (Stehr et al, 2003; Takai et al, 1979). Los lipidos
de membrana, especialmente esfingolipidos o fosfolipidos, participan en procesos celulares
como endocitosis, sefializacion, trafico de membrana intracelular u organizacion de membranas
mediante interacciones con proteinas (Laxalt & Munnik, 2002; van der Meer-Janssen et al, 2010).
En plantas, la movilizacién de triacilgiceroles en los aceites de semillas, es basica para su
crecimiento temprano. Se ha descrito la particién de lipidos en rutas de sefalizacion durante la
respuesta de plantas al estrés tanto abidtico, como bidtico, y su implicaciéon en la activacion de
los sistemas de defensa (Lessire et al, 2009). Incluso se han encontrado acidos grasos, como el
acido laurico, con efecto antifungico reduciendo el crecimiento y la germinacién de esporas en

varias especies de hongos (Walters et al, 2003).
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Una de las funciones mas destacables de los lipidos es la formacion de la cuticula de la
planta, que estd compuesta principalmente por un polimero de &cido graso esterificado a
moléculas de glicerol denominado cutina. Dicho polimero se encuentra impregnado en mayor o
menor cantidad por ceras, que son una mezcla heterogénea de acidos grasos de cadena larga
(Heredia, 2003; Lessire et al, 2009; Li et al, 2002).

Mencion especial merecen las oxilipinas, compuestos derivados de &acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) enzimatica o no enzimaticamente oxigenados, con importantes funciones
en plantas y hongos. La sefalizacion por oxilipinas es la ruta de sefalizacion mejor conocida en
respuesta al estrés mediada por lipidos y que facilita la resistencia frente a patégenos fungicos.
Cada afio se descubren nuevos metabolitos como posibles dianas de oxilipinas (Christensen &
Kolomiets, 2011). En plantas se han descrito 150 oxilipinas, siendo el acido jasmonico (JA) el
mas estudiado (Mosblech et al, 2009). En hongos se ha descrito que las oxilipinas regulan la
produccion de metabolitos secundarios e intervienen en el desarrollo: crecimiento celular,
diferenciacion de esporas, apoptosis, control de la morfogénesis, formaciéon de biofiims y
patogenicidad (Christensen & Kolomiets, 2011; La Camera et al, 2004; Noverr et al, 2003; Singh
& Del Poeta, 2011). Evidencias recientes muestran que algunos géneros de hongos patégenos
utilizan las oxilipinas producidas por la planta en respuesta al ataque, para su propia proliferacion

debido a similitudes estructurales (Brodhagen et al, 2008; Tsitsigiannis & Keller, 2007).

La variedad de lipidos presentes en eucariotas y el amplio abanico de funciones los
hacen una atractiva diana para los patégenos (van der Meer-Janssen et al, 2010). El ataque se
lleva a cabo por lipasas que catalizan la hidrélisis del enlace éster caracteristico de estas
moléculas. De este modo, las lipasas han emergido como candidatas a factores de virulencia de
especies patdgenas. Las lipasas pueden resultar esenciales en la penetracion a través de la
cuticula (Kolattukudy et al, 1995); provocan la desestabilizacién de las membranas celulares;
modifican las rutas de senalizacién y procesos celulares en los que intervienen lipidos, como el
desarrollo, la defensa frente a patdégenos u otros procesos celulares basicos; e incluso modifican
el metabolismo del hospedador e inducir la produccién de moléculas necesarias para el
desarrollo y el progreso de la infeccién, como las oxilipinas y los esfingolipidos (Christensen &
Kolomiets, 2011).
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Lipasas en hongos patégenos

Se han descrito varias lipasas de hongos patdgenos que intervienen de forma
determinante durante la patogénesis. La primera evidencia de lipasas fungicas involucrada en la
infeccion se encontré en el patdgeno humano Candida albicans (Ibrahim et al, 1995). Por otro
lado un mutante de Candida parapsilosis deficiente en dos lipasas con una reduccion drastica en
esta actividad y en el crecimiento en aceites como fuente de carbono, estando afectado en la
virulencia sobre ratones y siendo facilmente eliminado por macréfagos (Gacser et al, 20073a;
Gacser et al, 2007b).

En especies patdgenas de plantas se han descrito ejemplos de lipasas involucradas en
el proceso de infeccion. En Alternaria brassicicola se determind la presencia de una lipasa
durante los estadios tempranos de la patogénesis; ademas, la adicidon de anticuerpos antilipasas
conllevé una reduccion del 90 % en las lesiones en hojas de coliflor, pero esto no ocurre en hojas
en las que previamente se habia eliminado la cera de la superficie, sugiriendo la relacion de
estas lipasas con la degradacion de la pared celular vegetal (Berto et al., 1997; Berto et al,
1999). Resultados similares se observaron en Botrytis cinérea donde una lipasa se expresa
durante las fases tempranas de la infeccion y, Asi mismo, la aplicacién de anticuerpos antilipasa
provocd una disminucion de las lesiones en hojas de tomate, mostrando su importancia en la
penetracion (Commenil et al, 1999; Commenil et al, 1998). Por el contrario, en este mismo
hongo, la disrupcién génica de una lipasa no parecia afectar la penetraciéon del hongo (Reis et al,
2005). En Ustilago maydis, la presencia de lipidos en el medio provoca el cambio de
conformacion de levadura, no patégena, a células filamentosas capaces de colonizar la planta de
maiz, lo que indica que la respuesta a lipidos es un componente importante del proceso de
infeccion (Klose et al, 2004). La patogénesis de Burkholderia glumae esta regulada por el
denominado quérum sensing (intra- e inter-comunicacién que regula el crecimiento, metabolismo
y virulencia), estando la lipasa LipA activamente involucrada. Mutantes en este gen se ven
afectados en su virulencia (Devescovi et al, 2007). En algunos casos las lipasas se han asociado
al desarrollo del apresorio, como en Blumeria graminis donde un gen lipasa es de los mas
expresados durante la germinacion y formaciéon del apresorio (Thomas et al, 2002)(Thomas et
al., 2002), o en Magnaporthe grisea, donde la actividad lipasa aumenta durante la formacion del

apresorio (Thines et al., 2000).

Dentro del género Fusarium, estudios en F. solani (Nasser Eddine et al, 2001) y en F.

oxysporum (Martinez-Rocha et al, 2008) han mostrado la presencia de actividad lipasa y la
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expresion de genes lipasas durante la infeccién de plantas. Por su parte, en F. graminearum se
han identificado varias lipasas (Fgl1-Fgl5) expresadas en presencia de lipidos y durante la
infeccion de la planta. Mutantes en los genes fgl1, fgi2 y fgl5 mostraron defectos para desarrollar
la infeccidn, pero no asi el resto. Fgl1 parece tener importancia en las etapas tardias de la
infeccion, ya que el mutante no era capaz de superar los cambios sufridos en la pared de las
células cercanas al punto de infeccién (Nguyen et al, 2010; Voigt et al, 2005). Al igual que FgI3 y
Fgl4, otra lipasa identificada en este hongo (Lip1), que también se expresaba durante la infeccion
y en presencia de acidos grasos, no mostré ser indispensable para la infeccion, pese a que el
mutante mostraba actividad reducida (Feng et al, 2005). Estas lipasas mostraron diferente
especificidad de sustrato sugiriendo un papel diferencial durante la adquisiciéon de nutrientes o la
infeccion del hongo. Otra lipasa de F. graminearum, FgATG15, se ha relacionado con la
autofagia celular y su deleciéon causaba defectos en la formacion de las conidias, la germinacion,

el crecimiento, la formacién de hifas aéreas y en su capacidad infectiva (Nguyen et al, 2011).

Estos resultados muestran la implicaciéon de lipasas de hongos patdégenos durante la
infeccion. Sin embargo, hasta el momento existen escasas evidencias de la importancia de estas

enzimas en patégenos de suelo.

1.2. Regulacion transcripcional de lipasas

1.2.1. Reguladores de utilizacién de acidos grasos en hongos

En Aspergillus nidulans se han identificado dos factores de transcripcion tipo dedos de
zinc binuclear o Zn(ll),Cysg, FarA y FarB, cuya inactivaciéon mediante mutacién resulta en una
disminucién de la capacidad de usar acidos grasos como fuente de carbono. Mutantes en farB
mostraron incapacidad para la utilizacién de acidos grasos de cadena corta aunque no en
aquellos de cadena larga. La delecidon de farA resultdé en pérdida de la capacidad de utilizar
acidos grasos de cadena corta, y en aquellos que contienen entre 10 y 22 carbonos (Hynes et al,
2006). Previamente, se habian descrito en el hongo F. solani dos proteinas Zn(l1),Cysg, CTF1a y
CTF1B, capaces de regular diferentes cutinasas, que resultaron ser ortélogos a los de A.
nidulans (Li & Kolattukudy, 1997; Li et al, 2002). Otros reguladores, ortélogos a los anteriores, se
han descrito en Yarrowia lipolytica (Poopanitpan et al, 2010) y en C. albicans (Ramirez & Lorenz,
2009), denominados Por1p y Ctf1p, respectivamente, interviene en la utilizacién de acidos
grasos, y en C. albicans también esta involucrado en virulencia. El factor de transcripcion Ctf1
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identificado en F. oxysporum resultdé ser un regulador de una cutinasa y una lipasa (Martinez-
Rocha et al, 2008). Estos descubrimientos unidos al hecho de que en ascomicetos filamentosos
todos estas proteinas Zn(ll),Cyse estan extraordinariamente conservadas (Hynes et al, 2006)
indica que estas proteinas regulan el mecanismo necesario para utilizar acidos grasos como
fuente de carbono, posiblemente mediante la regulacién de enzimas capaces de degradar el

enlace éster de dichos acidos grasos, entre ellas las lipasas.

1.2.2. Factores de transcripcion con dominio Zn(ll)  ,Cyse

La mayoria de proteinas que contienen zinc son reguladores capaces de unirse al ADN y
se denominan proteinas con dedos de zinc. Estas se agrupan en tres clases basandose en la
secuencia de aminoacidos, altamente conservada, que poseen en la region de union al ADN:

clase I, clase Il y clase Il (MacPherson et al, 2006), siendo las de clase Il exclusivas de hongos.

Estructura de factores de transcripcién con dedos de zinc clase |1l o Zn(I1),Cysg

Las proteinas con dedos zinc clase lll se caracterizan por contener un dominio de unién
al ADN con el motivo conservado CX,CXsCX,CX,CXg.sC, donde los residuos de cisteina se unen
a dos atomos de zinc, que coordinan el plegamiento para su unién al ADN, por lo que se
denominan con dedos de zinc binucleares o Zn(ll),Cyss. La interaccién con el ADN se realiza

mediante la formaciéon de mondédmeros, homodimeros o heterodimeros(MacPherson et al, 2006).

Dentro de esta clase, el mejor estudiado es el factor de transcripcion Gal4p de
Saccharomyces cerevisiae (Marmorstein et al, 1992; Pan & Coleman, 1990). En estas proteinas
el dominio de union a ADN se comprende de tres regiones (MacPherson et al, 2006): la
estructura dedo de zinc, una regién de unién o “linker” y una regién dimerizadora. El dedo de zinc
se localiza en el extremo amino y estd constituido por dos hélices a cortas con tres residuos de
cisteina cada una (CX,CXgC / CX,CXgsC) que rodean a un atomo de zinc. Cada hélice a esta
flanqueada a ambos lados por un aminoacido basico y estan separadas entre si por un bucle
asociado a un residuo de prolina que confiere flexibilidad (Todd & Andrianopoulos, 1997). Las
seis cisteinas y la prolina son esenciales para su funcionamiento, al igual que una lisina (que
puede ser sustituida por arginina, histidina o glutamina) altamente conservada localizada entre la

segunda vy la tercera cisteina. A continuacién del motivo dedo de zinc se situa el “linker” que esta
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constituido por secuencias muy diferentes segun las distintas proteinas. La intervencion de esta
region en la unién al ADN podria explicar la variabilidad de especificidad. La denominada regién
dimerizadora generalmente se posiciona a continuacién del linker. Esta regiéon adquiere una
estructura de hélice superenrrollada responsable de la dimerizacién y de las interacciones con

otras proteinas (MacPherson et al, 2006; Schjerling & Holmberg, 1996).

Estas proteinas contienen en la zona intermedia una regiéon de poca homologia (MHR),
la cual separa al dominio de unién de la regiéon C-terminal caracterizada por ser acida y que
actua como un activador. Dicha regién acida esta poco conservada y su estructura y funcién no
esta bien definida. El MHR y la regién acida podrian interaccionar directa o indirectamente para

regular la activacion de la proteina (MacPherson et al, 2006) (Figura 10).

N { Dedo de zinc - Dimerizador Regién acidica P C

-————Dominio de union al ADN

Figura 10 . Esquema de proteinas dedos de zinc (MacPherson et al, 2006)

Secuencias de ADN reconocidas por proteinas Zn(Il),Cyse

Muchos estudios muestran que las proteinas Zn(ll),Cyss reconocen elementos que
contienen dos secuencias de tres nucleétidos, normalmente en una configuracion simétrica y
separadas por una secuencia de longitud variable. Los factores de transcripcion CTF1a y CTF1p
de F. solani se unen al palindromo GCC(N)GGC, mientras que FarA y FarB de A. nidulans
reconocen la secuencia CCGAGG (o su complementaria, CCTCGG), que también forma parte
del palindromo en las regiones reconocidas por CTF1a y CTF1B de F. solani (Hynes et al, 2006;
Li & Kolattukudy, 1997; Li et al, 2002). En S. cerevisiae se ha descrito que los factores de
transcripcion Zn(I),Cyss GAL4 y PPR1 también se unen a tripletes conservados del tipo
CGG(N)CCG en los promotores regulados (Liang et al, 1996). La simetria de los sitios de
reconocimiento coincide con que estas proteinas actuarian formando dimeros. Los tripletes CGG
son los mas comunes, aunque se han descrito variaciones de este elemento, como por ejemplo
GGR (R es purina), TTA, TCC o GCC. Dichos ftripletes simétricos se encuentran como

palindromos (CGG_CCG, también llamadas repeticiones invertidas), como repeticiones directas
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(CGG_CGQG), o en repeticiones evertidas (CCG_CGG) (Schjerling & Holmberg, 1996; Todd &
Andrianopoulos, 1997).

Modelo de accién de proteinas Zn(ll1),Cyse

Se ha propuesto un modelo de accién para proteinas tipo Zn(Il),Cyss que postula que los
dimeros se unen a las secuencias de tres nucleotidos simétricas, siendo la orientacion de los
tripletes, el espacio entre ellos, la influencia de la regién MHR y la distancia hasta la hélice
superenrrollada los que determinan la especificidad de uniéon (Schjerling & Holmberg, 1996)
(Figura 11). Otros factores como su grado de fosforilaciéon juegan un papel importante en su

localizacion nuclear (Jans, 1995) unién al DNA y su activacion (Hill & Treisman, 1995).

COOH COOH

NH:z

CG G XXXXXXXXXXCCG
GCCXXXXXXXXXXGGC

Figura 11 . Modelo propuesto para las proteinas con motivo de unién al DNA del tipo Zn(ll); Cyss. El motivo
de union al DNA (Zn) reconoce los tripletes CGGXNCCG: el espacio entre los tripletes (Xn) esta
determinado por la distancia de unién hacia las hélices superenrrolladas (HS) que forman el homodimero.
La MHR interactta con la regién de reconocimiento del motivo de unién al DNA y con el dominio de
activacion (DA) (Schjerling & Holmberg, 1996).
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1.3. Bikaverina

La bikaverina es un pigmento de color rojizo que se sintetizan a partir de polikétidos, que
constituyen el grupo mas diverso de metabolitos secundarios en Fusarium (Mclnnes et al, 1976).
Los pigmentos ofrecen proteccion frente al estrés ambiental como la exposicion a luz UV o la
oxidacién, mientras que otros podrian contribuir a la virulencia. La bikaverina se ha descrito
como una micotoxina efectiva frente a protozoos, nematodos y hongos filamentosos, incluso se

ha descrito como agente antitumoral (Limon et al, 2010; Son et al, 2008).

La bikaverina se sintetiza a partir del acido orselinico y contiene nueve unidades de
acetato formando un anillo de benzoxanteno. Suele estar presente junto a otra molécula similar
denominada norbikaverina, menos metilada, y que probablemente le preceda en la ruta de
biosintesis (Limon et al, 2010) (Figura 12). El gen que sintetiza el precursor de la bikaverina
(bik1) se localiza junto a otros cinco genes que también intervienen en su regulacion y sintesis
(bik2-bik6) (Figura 12B), entre los que se encuentran una monoxigenasa dependiente de FAD
(bik2), una O-metiltransferasa (bik3), un factor transcripcional tipo NmrA (bik4), otro factor
transcripcional tipo Zn(I1),Cyss (bik5) y un transportador tipo MFS (bik6) (Wiemann et al, 2009).

A Bik1 o onon Bik2Bk3 . o Bik3 S
acetyl- m
— ---p e

HEENI S ST NS 6e S WETH¢ 8 ¢ ¢ P

OH O ) OH O

prebikaverina Nor-bikaverina bikaverina
B biosintesis regulacion transporte

bik1 bik2 bik3 bik4 bik5 bik6

Figura 12 . Biosintesis de la bikaverina. A Compuestos identificados en la ruta de la bikaverina y orden
hipotético de las reacciones. Las areas sombreadas muestran grupos quimicos afadidos a la molécula en
cada paso. Las flechas discontinuas indican los pasos supuestos. B Grupo de genes que intervienen en la
produccién de la bikaverina. Las flechas en negro indican los genes relacionados con biosintesis; las
flechas en gris indican los genes reguladores; y las flechas gris oscuro indican el gen del transportador
(Limon et al, 2010).

La produccion de bikaverina esta regulada por mecanismos muy diversos: presencia o
ausencia de nitrégeno, fosfato, sulfato, calcio o sacarosa; pH del medio (via PacC); una aireacién
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apropiada; ademas puede estar regulada por otras rutas como por ejemplo gac? de F.

verticillioides o el gen de una adenilil ciclasa, fpacy1 de F. proliferatum (Limon et al, 2010).

1.4. En este estudio

En el presente estudio se ha analizado el papel del sistema lipolitico del hongo F.
oxysporum f. sp. lycopersici durante el desarrollo de la patogénesis. Para ello se presenta una
amplia caracterizacién genética y bioquimica del perfil de lipasas identificadas en dicho hongo,
mediante la disrupcion génica y analisis de actividad enzimatica, aportando evidencias de la
necesidad de la degradacién de compuestos lipidicos para el desarrollo completo de la infeccidn

en plantas de tomate.

2. Resultados

2.1. ldentificacion in silico y caracterizacion del sistema lipolitico de F.

oxysporum

2.1.1. Busqueda in silico de genes lipasas, estructurales y reguladores, en el

genoma de F.oxysporum

Para identificar los genes responsables de lipasas extracelulares, asi como sus
reguladores, en el hongo patégeno F. oxysporum f. sp. lycopersici, se ha in silico analizado su
genoma con la informacion disponible en

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/) usando el algoritmo BLASTp.

Como punto de partida se han usado las secuencias de aminoacidos deducidos de lipasas
estructurales (FGL71-FGL)5) identificadas en F. graminearum (Nguyen et al, 2010; Voigt et al,
2005) y de los reguladores ctffa y ctf3 descritos en F. solani (Li & Kolattukudy, 1997; Li et al,
2002).

Para lipasas extracelulares, solo se han considerado aquellas proteinas cuya identidad
venia determinada por un valor esperado inferior a e?. Entre estas, se seleccionaron las que
contenian el pentapéptido Glicina-X-Serina-X-Glicina (GXSXG, siendo X cualquier aminoacido)

altamente conservado en lipasas fungicas, donde la Serina forma parte de la triada (Ser-Asp/Glu-
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His) que costituye el sitio catalitico (Nardini & Dijkstra, 1999), y se descartaron las que no
presentaban péptido senal. Tras la busqueda realizada, se seleccionaron 25 genes
correspondientes para supuestas lipasas extracelulares, que se han denominado: lip1
,previamente identificado por (Martinez-Rocha et al, 2008), lip1.2, lip2, lip3, lip4, lip5, lip6, lip7,
lip8, 1ip9, lip10, lip11, lip12, lip13, lip14, lip15, lip16, lip17, lip18, lip19, lip20, lip21, lip22, lip23 y
lip24.

En el caso de genes reguladores, se encontraron dos proteinas muy similares a los
reguladores de F. solani, con elevada identidad con fara y far3 de Aspergillus nidulans, descritos
como reguladores de lipasas (Hynes et al, 2006). Dichos genes se han denominado ctf1
(Martinez-Rocha et al, 2008) y ctf2, ambos con caracteristicas de factores de transcripciéon como:
sefial de localizacion nuclear (NLS) deducida a partir del algoritmo de identificacion alojado en
cNLS Mapper (http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi) (Kosugi et al.,
2009); y un dominio de unién al ADN de tipo Zn(ll),Cyss que sigue el patrén CX,CXgCX;.
9aCX,CX;sC (siendo X cualquier nucleétido) (Li & Kolattukudy, 1997; Li et al, 2002).

Las secuencias deducidas de aminoacidos de los genes seleccionados, se compararon
con ortélogos de especies fungicas relacionadas mediante el algoritmo BLASTp usando la
informacién disponible en http://www.ncbi.nim.nih.gov, tras lo cual se anotaron manualmente
algunas secuencias lipasas (Tabla 11). Ademas, en el caso de lip1, lip2, lip5, ctf1 y ctf2 se
confirmaron mediante secuenciacion del ADNc del hongo cultivado en medio de induccién. Para
ello, el ADNc amplificado con cebadores especificos de la ORF de cada gen se clon6 en un

plasmido adecuado y se transformé en E. coli.

Tabla 11. Modificaciones tras la anotacién manual realizada sobre las secuencias de genes lipasas con
respecto a la anotada en la base de datos del genoma de F oxysporum.

Gen Pr_ot_ema Prott_al_na Modificacién realizada
original (aa) modificada (aa)

lip2 299 406 La fase gblerta de lectura se extiende 552 nucleétidos sobre la
secuencia anotada

lip7 524 538 Se elimina el segundo intrén

lip15 430 541 Reduccpn del.prlmer intrén; parte del cu.arto‘mtr’on anotado pasa a
ser region codificante y se genera un quinto intrén

lip19 452 491 Reduccion del segundo intrén; parte del tercer intron anotado pasa

a ser region codificante y se genera un cuarto intron
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La tabla 12 resume caracteristicas de interés de lipasas estructurales y reguladoras
identificadas en F. oxysporum, incluyendo su peso molecular (PM) y punto isolectrico (pl)

tedricos segun datos deducidos de la web (http://scansite.mit.edu/calc_mw_pi.html).

Tabla 12. Caracteristicas de genes lipasas estructurales y reguladores identificados en este trabajo.

Numero de Gen con Tamafo Tamafio 2 Péptido

acceso ! e Cromosoma v ones (nt) ORF (M) proteina (@a) proteina® sefial®

Lipasas estructurales

FOXG_07600 lip1 4 1136 1041 347 36.55 6.38 1-16

FOXG_07142 lip1.2 6 1169 738 246 32.55 523 1-19
FOXG_00147 lip2 * 1 1218 1218 406 45.18 543 1-17
FOXG_13474 lip3 12 1835 1620 540 58.49 513 1-25
FOXG_02646 lip4 5 1778 1686 562 60.77 764 1-24
FOXG_09554 lipd 11 1605 1602 534 57.93 899 1-18
FOXG_05802 lip6 2a 1680 1677 559 61.27 6.06 1-18
FOXG_07635 lip7 * 4 1667 1614 538 58.60 868 1-19
FOXG_08230 lip8 2a 1752 1596 532 93.93 640 1-19
FOXG_09590 lip9 11 1658 1602 534 58.74 79 1-20
FOXG_09686 lip10 11 1865 1809 603 65.19 562 1-21
FOXG_09995 lip11 11 2521 1656 552 60.17 564 1-21
FOXG_10043 lip12 11 1656 1653 551 61.29 893 1-20
FOXG_11103 lip13 1 1755 1752 584 63.03 509 1-19
FOXG_12933 lip14 9 2337 2334 778 88.13 565 1-19
FOXG_13336 lip15* 12 1979 1623 541 59.00 528 1-17
FOXG_14499 lip16 12 1686 1683 561 62.60 620 1-25
FOXG_14512 lip17 12 1624 1569 523 57.24 866 1-20
FOXG_15258 lip18 5 1634 1584 528 57.30 814 1-17
FOXG_15259 lip19* 5 1677 1473 491 53.80 937 1-23
FOXG_15569 lip20 15 1074 1074 358 38.09 559 1-20
FOXG_16028 lip21 II\(l)galizado 1074 1074 358 38.16 544 1-20
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FOXG_16927 lip22 13 1347 1347 449 48.12 5.58 1-20
No

FOXG_17012 lip23 . 1800 1704 568 62.19 9.09 1-21
localizado
FOXG_17501 lip24 No . 1569 1566 522 56.69 9.25 1-24
localizado
Reguladores lipasas
FOXG_04196 ctf1 4 3176 2709 903 100.77 6.93 NO
FOXG_01610 ctf2 5 3200 2658 886 98.61 6.45 NO

'Numero de acceso segun la pagina web (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/); Peso
molecular en  KiloDaltons (kDa) y punto isoeléctrico (pl) tedricos obtenidos de Ila web
(http://scansite.mit.edu/calc_mw_pi.html); ’Sitios de corte del péptido sefial obtenido mediante SignalP v4.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP); *Secuencias de genes modificadas manualmente.

2.1.2 Relaciones filogenéticas entre genes lipasas estructurales y entre genes

reguladores de F. oxysporum con ortélogos de especies fungicas relacionadas

En una primera aproximacion se determiné la identidad existente entre las lipasas de F.
oxysporum y las ort6logas de las especies relacionadas F. graminearum y F. verticillioides segun

la base de datos de la web (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/)

observandose, en general, una elevada identidad (70-97 %) (Tabla 13).

Para un analisis mas detallado se alinearon las 25 lipasas de F. oxysporum,
desvelandose un grado de identidad del 15-25 %, que aumentaba hasta el 50-60% cuando la

comparacion se limité a la region conservada que contiene el pentapéptido GXSXG (Figura 13).

Tabla 13. Identidades entre secuencias de amino acidos deducidos de genes de lipasas estructurales de F.
oxysporum con sus ortélogas en F. graminearum y F. verticillioides, incluyendo la mas proxima en cada
caso, segun valores de las bases de datos.

F. oxysporum F. graminearum F. verticillioides
Nimero de acceso Proteina Numero de acceso Identidad (%) Nimero de acceso Identidad (%)
FOXG_07600 Lip1 FGSG_05906 (FGL1) 77 FVEG_04529 90
FOXG_07142 Lip1.2 No identificada No identificada
FOXG_00147 Lip2 FGSG_01240 (FGL2) 59 FVEG_01369 82
FOXG_13474 Lip3 FGSG_11386 81 FVEG_13926 94
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FOXG_02646
FOXG_09554
FOXG_05802
FOXG_07635
FOXG_08230
FOXG_09590
FOXG_09686
FOXG_09995
FOXG_10043
FOXG_11103
FOXG_12933
FOXG_13336
FOXG_14499
FOXG_14512
FOXG_15258
FOXG_15259
FOXG_15569
FOXG_16028
FOXG_16927
FOXG_17012

FOXG_17501

Lip4

Lip5

Lip6

Lip7

Lip8

Lip9

Lip10
Lip11
Lip12
Lip13
Lip14
Lip15
Lip16
Lip17
Lip18
Lip19
Lip20
Lip21
Lip22
Lip23

Lip24

FGSG_06437

FGSG_03583 (FGL5)

FGSG_09181
FGSG_05935
FGSG_13655
FGSG_03601
FGSG_03687

FGSG_03243

FGSG_03209 (FGL4)

FGSG_01603 (LIP1)

FGSG_10982
No identificada
No identificada
FGSG_09099
No identificada
FGSG_03095
No identificada
No identificada
FGSG_03846
FGSG_10713

No identificada

45
68
80
70
86
66
78
69
78
79
86

80

65

75
91

FVEG_14182
FVEG_14091
FVEG_03675
FVEG_04559
FVEG_06442
FVEG_08870
FVEG_08785
FVEG_08518
FVEG_08461
FVEG_09694
FVEG_11695
FVEG_12206
FVEG_13339
FVEG_13359
No identificada
FVEG_12524
No identificada
No identificada
FVEG_12905
FVEG_05540

No identificada

40
85
91
82
97
88
88
89
93
88
97
79
89
93

93

93
36

El arbol filogenético de las proteinas de F. oxysporum, F. graminearum y F. verticillioides
se obtuvo mediante alineamiento de las secuencias de amino acidos deducidos de las lipasas
estructurales secretadas (Figura 14). Dicho analisis reveld la presencia de 25 lipasas en F.
oxysporum, 23 en F. graminearum y 19 en F. verticillioides. Estas proteinas se agrupan en 4
clados: Uno mayoritario, conteniendo 20 lipasas de F. oxysporum denominado esterasas /
lipasas (cd00312); otras 3 lipasas de F. oxysporum englobadas en el grupo denominado lipasas

clase 3 (cd00519); otra perteneciente al grupo de lipasas secretadas (cl14925); y la ultima a la

familia de las prolil-oligopeptidasas (pfam00326).
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GXSXG

IGAFGGDPTR ITIHGESSGA -
| AAFGGDPEKVT IWGQSGGA -
| AAFGGDPKKVTIFGESAGA -
|IEAFGGDPERVVVWGES AGA -
| ARFGGDPNR ITLWGES AGA -
ISKFGGNPDHVV IGGES AGA -
VAAFGGSPDKVT IWGES AGA -
|AAFGGDPSKVTIFGESAGG -
IGAFGGDKGAVT IGGRS AGG -
| ASFGGDPDKVT IWGES AGA -
IRAFGGNPDH | VFGGHSSGG -
LSSFGGDPRQITLGGLS AGA -

ISVGHHLLAYGGRDD

-RSIASQLTAFGGRDD
-GSVDDLITAPPDPL -

IWRFGGNPSKITIAGQSSGG - -
-MSAFDHT I INNGNAN

|AEFGGDPKKVTLWGFS AGA -
| AAFGGDPQKMTLWGQS AGA -
| AAFGGDPDAVT IWGES AGA -
|IAAFGGDPDAVT IWGES AGA -

DSNMGFRDQRVSLHWIHENNAAFGSDPSKVT IWGQS AGA -

STN

LGYRDQRLALHWIKEN

| ANVGGDSERVTLWGESSGA -

QS | AYQMFSYDGRDD
YATDGYLFAWPRNP -
ASVSLHLSAYGGKDE
RSLGMQLVAYEGQHN
GNVGYQAMAYGGVDE
HSVGIHYFHNYGKD -
ISVLDQMVLYGGDAD
VQVDHYLWNNPNTF -
HSTAFHYFHNYGSDK
VAVDYWTYAYKKDP -

GSVGMYGYAYPKDL -
MSVFSQMALYDGNNK

-MSVFSQMALYDGNNK

-AALYDQRLALEWIQENIHQFGGDPTRVTFMGESAGDGL
MGFLQSWKNARRLVLPQLRQLRLQYPSYPVQQGGHSLGG -
WGFWTSWVAARGPVLQVIRTAAAINPGFRIVVTGHSLGG -
SGFQRAWNE ISSQATAAVASARKANPSFKVISTGHSLGG - - -

ASVGAQILAYNGRDD
FSVGSQLVAYGGRDD
YVPENPDKLFAEGRH
-SVACLAALELKVSL
-AIlASLAAAELRN - -
AVAVLAAANLRYV - -

- VISGHATLDS IRAVLSLGLGLNTTN-PRVALWGYSGGALASEWASELAVQYAPDL
LGKLEPLDQIWAAEQ--LIKRYSFINADKIGMWGWSYGGYLTAKTVEADSGVFSF-

Figura 13 . Alineamiento de los dominios conservados que incluyen el pentapéptido GXSXG de las 25
lipasas extracelulares identificadas en F. oxysporum, usando el método ClustalW con el programa Bioedit

v7.0.0.

Los reguladores Ctf1 y Ctf2, se alinearon con otros ortélogos de especies fungicas

relacionadas (Figura 15A). Dicho alineamiento mostré identidades del 50-60 % con respecto a
las descritas en A. nidulans, FarA y FarB (Hynes et al, 2006), y del 90 % con Ctfa y Ctf§ de F.
solani (o Nectria haematococca) (Li & Kolattukudy, 1997; Li et al, 2002). El arbol filogenético

deducido de dicho alineamiento mostré dos clados diferenciados, uno incluyendo a Ctf1 y otro a
Ctf2 (Figura 15B).
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Figura 14 . Andlisis filogenético de lipasas estructurales de F. oxysporum, F. graminearumy F. verticillioides
mediante el programa PHYML v3.0 usando el método de maxima parsimonia optimizado por el programa
MODELGENERATOR v0.85. El resultado se muestra como un arbol filogenético representado con el
programa MEGA v4. Las lipasas se agrupan en cuatro clados segun lo establecido en la base de datos del
NCBI: esterasas / lipasas, lipasas clase 3, lipasas secretadas (Secr. Lip.), y prolil-oligopeptidasas (PoP).
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FOXG 07600 (Lip1)
FGSG 04818 (FGL3)
FOXG 07142 (Lip1.2)
FGSG 01240 (FGL2)
FVEG 01369

FOXG 00147 (Lip2)
FGSG 03846

FVEG 12905

FOXG 16927 (Lip22)
FGSG 03532

FVEG 03398

FVEG 11695

FOXG 12933 (Lip14)
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FOXG, Fusarium oxysporum
FGSG, Fusarium graminearum
NECHA, Nectria haematococca
Pa, Podospora anserina
VDAG, Verticillium dahliae
CHGG, Chaetomium globosum
NCU, Neurospora crassa
GLRG, Glomerella graminicola
MGG, Magnaporthe oryzae
Afu, Aspergillus fumigatus
ANID, Aspergillus nidulans
BC1G, Botryotinia fuckeliana

Figura 15 . Analisis filogenético entre Ctf1 y Ctf2 de F. oxysporum con ortélogos de especies relacionadas,
segun los datos disponibles en la web http://www.ncbi.nlm.nih.gov . A Alineamiento de la regién conservada
que contiene el dominio Zn(Il),Cyss entre Ctf1 y Ctf2 de F. oxysporum, y otros factores de A. nidulans y N.
haematococca. Las regiones de localizacion nuclear (NLS) y el dominio de unién a ADN (Zn2Cyss) estan
indicados. Los alineamientos se realizaron usando el método ClustalW con el programa Bioedit v7.0.0. B
Arbol filogenético mostrando las relaciones entre los factores reguladores de las especies flngicas
indicadas, construido usando el programa PHYML v3.0 segun el modelo de maxima parsimonia deducido
con el programa MODELGENERATOR v0.85 y representado con el programa MEGA v4.
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2.1.3 Analisis de la regién promotora

El analisis de la region promotora de los 25 genes lipasas de F. oxysporum revel6 que,

con excepcion de lip21, todas contienen un numero variable (entre 1 y 8) de sitios para el

reconocimiento de factores de transcripciéon del tipo Zn(l1),Cyss. Dichos motivos consisten en la

secuencia palindrémica GCC(N)GGC (siendo N un numero de nucleétidos variable entre 1y 42)

(Liang et al, 1996) (Tabla 14).

Tabla 14. Secuencias palindrémicas asociadas al reconocimiento de factores de transcripcion del tipo
Zn(l1)2Cyss encontradas en promotores de genes lipasas de F. oxysporum.

Gen Posicién * Secuencia palindrémica
lip1 -337 GCCGCGAAGCTTCATTTCCGCTGTTCGGC
lip1.2 -356 GCCAACGCC
lip2 -1083 GCCCTCACGGGC
-855 GCCAGGACTGGC
-800 GCCTTCAACCCGTGAGGGAGGC
-712 GCCTGGTAGTCAGGC
lip3 -582 GCCTCGGATCCATCTGGC
-170 GCCGCTCGGAAATTCTTCGTCTCTGATATAGGC
lip4 -1044 GCCCCGCGGC
-848 GCCATTGGC
=737 GCCTTCGGC
lip5 -1004 GCCAACGACGTGGGGACTCAGTACTACGGGTGTGGC
-494 GCCTCAGAAAGGC
lip6 -390 GCCACAATATTTTCATCGGC
lip7 -719 GCCAATACTATGAGCGTATTGGGAGGC
-449 GCCTCGGCTTTTCATTTCGTCAGAGGC
lip8 -985 GCCTTGGGGC
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-576 GCCTAAAGGC

21 GCCAAAGTGGC
lip9 -1110 GCCCTATCTTAAGGC
1046 GCCCCGCGGTTTGAAGTCGCGGC
298 GCCCGCAAAGAGAATTGAAACTGGC
257 GCCATGATGCC
lip10 611 GCCTTCCGGC
lip11 -88 GCCCGTGGC
lip12 247 GCCAATGACTTGGC
lip13 1142 GCCATTTCAATACTGGC
776 GCCCGAACTACGGC
lip14 -1073 GCCCTTGGAGACTTTTCATGGTCATGATTCATTCATTCCGGGC
-959 GCCAAAGGGC
lip15 1048 GCCATCCAGGGC
lip16 -807 GCCTTGGCAGCATCTGGC
-234 GCCTTGTCCCACTTTGTCGAGTTCAGGC
lip17 -865 GCCATGATTGTCGATGCCATCGGC
704 GCCAATGGTGCAATAGACCTATGTCACTCGGC
632 GCCGGGC
-536 GCCACGACAGGGC
-194 GCCCCTGTCAAACCGTTGATCCGGAGAGGTCGGC
lip18 -1033 GCCGTAGAAGCTGGC
-817 GCCGGGC
-264 GCCTCGCAAGGC
lip19 619 GCCTGACATGGC
lip20 -144 GCCCATATGCTTACCAACCATTAATTTAAAGACTTCCTGTAACCTGGC
lip21 NO ENCONTRADAS
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lip22 703
-521
-502
-487
413
-186

-107

lip23 -828
-109
lip24 -686
-628

-361

GCCAATTCACAAATCGGGC

GCCTTGGC

GCCTGTTTGGGC

GCCTCTCAACAGTGGC

GCCCAGTAAGTATTTCTCCGCTAAAACATCACAAGGC

GCCAAACTCGGC

GCCTCGGCTCGGC

GCCGTTGCCCAAGGGTTAGACTGGC

GCCCACATGATGGC

GCCCAAGTAGTTGAATATGATCGACATGGC

GCCTAGTCTTCATGCACCTGGGGC

GCCAACTGAGAACGGC

GCCTCTGAGCTAGTGACATGGC

'Posicion con respecto al codén de inicio de la traduccion

Se destaca también que trece genes de lipasas estructurales asi como el regulador ctf1

contienen en sus promotores la secuencia CCTCGG o su complementaria CCGAGG asociada

presumiblemente a la regulacién por acidos grasos mediado por factores de transcripcion
Zn(I),Cysg en A. nidulans (Tabla 15) (Hynes et al, 2006).

Tabla 15. Secuencias CCTCGG/CCGACGG, relacionadas con la regulacion por acidos grasos, presentes
en los promotores de los genes indicados.

Gen Posicién * Secuencia
lip3 -1029 CCTCGG
-584 CCTCGG
lip7 -451 CCTCGG
lip8 -129 CCGAGG
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Gen Posicién * Secuencia
lip13 -507 CCTCGG
lip19 -391 CCGAGG
lip20 -935 CCGAGG
lip21 -935 CCGAGG



lip9 -389 CCTCGG lip22 -358 CCTCGG

lip11 -805 CCTCGG -109 CCTCGG
-546 CCTCGG lip23 -83 CCGAGG
-299 CCTCGG ctft -666 CCTCGG
lip12 -202 CCGAGG -378 CCGAGG

'Posicion con respecto al codén de inicio de la traduccion

2.2. Caracterizacion bioquimica de lipasas extracelulares

2.2.1 Perfil lipolitico extracelular

Para determinar el perfil lipolitico de las 25 lipasas estructurales identificadas en F.
oxysporum, se calculd su peso molecular y punto isoeléctrico tedrico (Figura 16A). Para
investigar y validar el perfil enzimatico extracelular, los sobrenadantes de cultivos de F.
oxysporum f.sp. lycopersici estirpe 4287 inducidos en WGO, se dializaron, concentraron vy
sometieron a |IEF preparativo con un rango de pH 3-10. Se determiné la actividad lipasa de las
20 fracciones recogidas mediante ensayos de actividad usando como sustrato pNPP. Como se
observa en la figura 16B, las fracciones con pH mas é&cido (2.3-4.5) contienen las proteinas con
pl mas bajo y concentran el 75 % de la actividad total, mientras que el 15 % restante se incluye
en el resto de las fracciones (pH neutro o alcalino). Las fracciones obtenidas se reunieron en
grupos de 4: 1-4 (1), 5-8 (Il), 9-12 (lll), 13-16 (IV) y 17-20 (V) y las proteinas de cada grupo se
separaron en gel de poliacrilamida (Figura 16C). Se observé que en las dos primeras fracciones
(I'y II) la mayoria de las proteinas tenian un peso molecular inferior a 25 kDa, siendo de mayor
tamano el resto. Por lo deducido de estos resultados, nuestro estudio se centrd en proteinas con
pl bajo, y masa molecular inferior a 25 kDa. Las proteinas Lip1, Lip2 y Lip5 también se incluyeron
en el estudio por ser ortélogas en F. graminearum donde habian mostrado ser esenciales en

patogénesis (Voigt et al., 2005; Nguyen et al., 2010).
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Figura 16. Perfil lipidico extracelular de la estirpe silvestre 4287 de F. oxysporum. A) Representacion 2-D
de lipasas extracelulares deducidas segun el peso molecular (PM) y el punto isoeléctrico (pl) tedricos de las
secuencias de aminoacidos sin péptido sefal. Las lipasas con bajo pl, asi como Lip1 y Lip5 aparecen
sombreadas. B) Perfil de actividad lipidica obtenido tras IEF preparativo de sobrenadantes de cultivos
concentrados y dializados, obtenidos de la estirpe silvestre en medio SM inducido en 2% de WGO. Se
determind el pH y la actividad lipasa de las veinte fracciones. C) Las fracciones se reunieron en cinco
grupos (I-V) y las proteinas presentes de cada grupo se separaron en gel de acrilamida (SDS-PAGE). Los
numeros indican el peso molecular en kDa.
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2.2.2 Expresion in planta de genes lipasas extracelulares durante la infeccién de
tomate

Se determind la expresion de genes lipasas de F. oxysporum in planta mediante qRT-
PCR usando cebadores especificos (Tabla 4) sobre ADNc obtenido del ARN de raices y tallos de
plantas de tomate infectadas con la estirpe silvestre ras diferentes tiempos post-infeccion. No se
observé expresion en plantas no inoculadas (control). El gen de la actina fue el control
enddgeno, observandose expresion en raices y tallos en todos los tiempos analizados. Se
analiz6 la expresion de genes lipasas con pl bajo, ademas de lip7 y lip5, resultando un total de
13 genes analizados (lip1, lip1.2, lip2, lip3, lip4, lip5, lip10, lip11, lip13, lip15, lip20, lip21 y lip22).
Entre los genes analizados, lip1, lip3 y lip22 mostraron expresion mas elevada en raiz que el
resto (15-20 % con respecto al gen actina) con picos de expresién a diferentes tiempos post-
inoculacién (Figura 17). Un segundo grupo de genes, lip1.2, lip2, lip10, lip13 y lip21, mostré
expresion mas reducida (0.5 % en relacion al gen actina). Por ultimo, en el resto de los genes
analizadaos no se detectd expresion alguna (datos no mostrados).

- lip1 lip3 lip22 lip1.2  lip2 lip10 lip13  lip21
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Figura 17 . Expresiéon de genes lipasas mediante analisis por qRT-PCR durante la infeccion de F.
oxysporum en plantas de tomate. Las muestras de ARN fueron extraidas de raices (barras oscuras) o tallos
(barras blancas) obtenidas entre 2 y 192 horas tras la infeccién de las plantas de tomate. Las barras

representan el error estandar calculado a partir de tres réplicas bioldgicas y tres réplicas técnicas de cada
una de ellas.
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2.3. Obtencion de estirpes mutantes

Teniendo en cuenta la expresion detectada durante el proceso de infeccioén, se considerd
que lip1, lip3 y lip22 eran buenos candidatos para ser inactivados mediante interrupcion dirigida,
ademas de lip2 y lip5 por ser ortélogos a fg/2 y fgl5 de F. graminearum, que habian mostrado ser
esenciales para la infeccidn. Por otra parte, también se interrumpieron los genes reguladores ctf1
y ctf2.

Para determinar la implicacién de dichos genes lipasas, asi como de ambos reguladores,
en la utilizacidon de los acidos grasos asi como en la patogénesis de F. oxysporum se generaron
estirpes mutantes mediante reemplazamiento génico usando la técnica del Split Marker (Catlett
et al., 2003), que permite sustituir el alelo silvestre por un marcador seleccionable. Para ello, se
disefiaron cebadores especificos que permitian amplificar mediante PCR fragmentos de
aproximadamente 1 kb flanqueantes a la ORF del gen diana, en los extremos -5’ y -3’, a partir de
ADNg. Cada fragmento, por separado, se fusiono al 75 % del casete de resistencia a higromicina
B (Hyg") mediante PCR de fusion (Carroll et al., 1994), resultando en dos construcciones
solapantes. Estas se utilizaron para transformar protoplastos de la estirpe silvestre, con el
objetivo de reemplazar el gen diana por el casete Hng. Los transformantes obtenidos se
analizaron inicialmente mediante PCR y posteriormente se verificaron por analisis Southern. En
todos los casos, se obtuvieron transformantes con la ORF del gen diana correspondiente

reemplazada por el casete Hng (Figuras 18-24).

2.3.1 Interrupcién dirigida de  lipl

Algunos transformantes obtenidos para sustituir lip7 por el casete Hng no mostraron
banda de amplificacion de la ORF tras PCR con cebadores especificos (Figura 18B), mostrando
un fragmento del tamafio esperado tras amplificaciéon con un cebador interno al casete Hng y
otro de cada regioén, tanto -5’ como -3’ (aproximadamente 2.5 kb y 3 kb, respectivamente) (Figura
18C).

Posteriormente, se verific6 mediante analisis Southern el reemplazamiento (Figura 6reD-
E). EI ADNg de los transformantes se traté con la enzima Xho |, se separo en electroforesis y se
hibridé con sondas pertenecientes a la ORF de lip7 (a) y a la regiéon 5’ (b). Se comprobd que, en
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los transformantes #1, #6 y #8, desaparecia la banda de 4.3 kb correspondiente a la ORF y que
la banda de 1.8 kb correspondiente al extremo 5 era sustituida por otra de mayor tamafio
conteniendo al casete Hyg".

A 1 Kb

} - R wt #1 #6 #8
0 o 0
§ i §
silvestre — = lip7_Jem e
=~ a" b :" a R ‘\ =~ pr—
-\_‘Qo "’, l," \‘\\ \‘\ _\?0 43
Alip]  ke— Hyg R e
D <
Deoeeorerreneee e <
wt #1 #6 #8
B C —
wt _#1  #6  _#8 7.5 -
wt #1 #6 #8 53 6§ 3 53 §3F
o ‘.ﬁ.‘. 18|

Figura 18. Interrupcién dirigida del gen lip1. A Estrategia para la sustitucién de la regidn codificante
mediante la técnica Split Marker y el casete Hng como fenotipo seleccionable. Las flechas indican los
cebadores usados para amplificar los fragmentos fusionados. Las sondas para la hibridacion Southern se
indican como “a” y “b” y se muestran los sitios de restriccion para la endonucleasa Xho |. B-F Comprobacion
de la interrupcion de lip1 en los transformantes #1, #6 y #8, usando ADNg de la estirpe silvestre (wt) como
control: (B) PCR de la region codificante del gen lip7; (C) PCR con un cebador externo a la construccion y
otro del casete Hng tanto del extremo 3’ como del extremo 5’ de la construccion; (D-E) Analisis Southern
del ADNg tratado con Xho | usando como sondas las regiones indicadas: “a” (D) o “b” (E). Los numeros
indican tamanos en kb.

2.3.2 Interrupcion dirigida de  lip2

Algunos transformantes obtenidos para delecionar el gen lip2 mediante integracion del
casete Hng mostraban la apariciéon de un fragmento del tamafio esperado tras amplificacién con
un cebador interno al casete Hng y otro de la region externa a las empleadas en la construccion,

tanto -5’ como -3’ (aproximadamente 2.5 kb y 3 kb, respectivamente) (Figura 19B).
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Posteriormente, se verificé mediante analisis Southern el reemplazamiento (Figura 19C-
D). EI ADNg de los transformantes se traté con la enzima Xho | y se hibridé6 con sondas
pertenecientes a la ORF de lip2 (a) y a la regiéon 5’ (b). Se comprobé que, en los transformantes
#1, #2 y #3, desaparecia la banda de 0.6 kb correspondiente a la ORF y que la banda de 1.4 kb

correspondiente al extremo 5’ era sustituida por otra de mayor tamafio conteniendo al casete
R

Hyg".
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Figura 19. Interrupcion dirigida del gen lip2. A Estrategia para la sustitucién de la regidon codificante
mediante la técnica Split Marker y el casete Hng como fenotipo seleccionable. Las flechas indican los
cebadores usados para amplificar los fragmentos fusionados. Las sondas para la hibridacion Southern se
indican como “a@” y “b” y se muestran los sitios de restriccion para la endonucleasa Xho |. B-D
Comprobacion de la interrupcion de lip2 en los transformantes #1, #2 y #3, usando ADNg de la estirpe
silvestre (wt) como control: (B) PCR con un cebador externo a la construccion y otro del casete Hng del
extremo 3’ como del extremo 5’ de la construccion; (C-D) Analisis Southern del ADNg tratado con Xho |

“n

usando como sondas las regiones indicadas: “a” (C) o “b” (D). Los numeros indican tamarios en kb.

2.3.3 Interrupcion dirigida de  lip3

Algunos transformantes obtenidos para delecionar al gen lip3 mediante integracién del

casete Hng mostraban la apariciéon de un fragmento del tamafio esperado tras amplificacién con
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un cebador interno al casete Hng y otro de la regién externa a las empleadas en la construccion,

tanto -5’ como -3’ (aproximadamente 2.5 kb y 3 kb, respectivamente) (Figura 20B).

Posteriormente, se verific6 mediante analisis Southern el reemplazamiento (Figura 20C-
D). El ADNg de los transformantes se tratdé con la enzima Hind Il y se hibridé6 con sondas
pertenecientes a la ORF de lip3 (a) y a la region 3’ (b). Se comprobéd que, en los transformantes
#18, #37 y #43, desaparecia la banda de 1.7 kb correspondiente a la ORF y que la banda de 0.6

kb correspondiente al extremo 3’ era sustituida por otra de mayor tamafio conteniendo al casete
R

Hyg".
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Figura 20. Interrupcién dirigida del gen lip3. A Estrategia para la sustitucién de la regién codificante
mediante la técnica Split Marker y el casete Hng como fenotipo seleccionable. Las flechas indican los
cebadores usados para amplificar los fragmentos fusionados. Las sondas para la hibridacion Southern se
indican como “@” y “b” y se muestran los sitios de restriccion para la endonucleasa Hind lll. B-D
Comprobacién de la interrupcién de lip3 en los transformantes #18, #37 y #43, usando ADNg de la estirpe
silvestre (wt) como control: (B) PCR con un cebador externo a la construccion y otro del casete Hng tanto
del extremo 3’ como del extremo & de la construccion; (C-D) Analisis Southern del ADNg tratado con Hind

Il usando como sondas las regiones indicadas: “a” (C) o “b” (D). Los nimeros indican tamafos en kb.
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2.3.4 Interrupcion dirigida de  lip5

Algunos transformantes obtenidos para sustituir lip5 por el casete Hng mostraban la
aparicién de un fragmento del tamafio esperado tras amplificacion con un cebador interno al
casete Hng y otro de la region externa a las empleadas en la construccién, tanto -5’ como -3’

(aproximadamente 2.5 kb y 3 kb, respectivamente) (Figura 21B).

Posteriormente, se verific6 mediante analisis Southern el reemplazamiento (Figura 21C-
D). El ADNg de los transformantes se tratdé con la enzima Hind lll y se hibridé6 con sondas
pertenecientes a la ORF de lip5 (a) y al casete Hng (b). Se comprob6 que, en los
transformantes #4 y #5, desaparecia la banda de 5.6 kb correspondiente a la ORF y aparecia

una banda correspondiente al casete Hyg".
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Figura 21. Interrupcion dirigida del gen lip5. A Estrategia para la sustitucién de la regidn codificante
mediante la técnica Split Marker y el casete Hng como fenotipo seleccionable. Las flechas indican los
cebadores usados para amplificar los fragmentos fusionados. Las sondas para la hibridacion Southern se
indican como “@” y “b” y se muestran los sitios de restriccion para la endonucleasa Hind lll. B-D
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Comprobacion de la interrupcién de lip5 en los transformantes #4 y #5, usando ADNg de la estir%e silvestre
(wt) como control: (B) PCR con un cebador externo a la construccion y otro del casete Hyg™ tanto del
extremo 3’ como del extremo 5’ de la construccion; (C-D) Analisis Southern del ADNg tratado con Hind Il
usando como sondas las regiones indicadas: “a” (C) o “b” (D). Los numeros indican tamafios en kb.

2.3.5 Interrupcion dirigida de  lip22

Algunos transformantes obtenidos para delecionar al gen /ip22 mediante integracion del
casete Hng mostraban la apariciéon de un fragmento del tamafio esperado tras amplificacién con
un cebador interno al casete Hng y otro de la region externa a las empleadas en la construccion,

tanto -5’ como -3’ (aproximadamente 2.5 kb y 3 kb, respectivamente) (Figura 22B).
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Figura 22 . Interrupcién dirigida del gen lip22. A Estrategia para la sustitucion de la regién codificante
mediante la técnica Split Marker y el casete Hng como fenotipo seleccionable. Las flechas indican los
cebadores usados para amplificar los fragmentos fusionados. Las sondas para la hibridacion Southern se
indican como “@” y “b” y se muestran los sitios de restriccion para la endonucleasa Hind lll. B-D
Comprobacion de la interrupcion de lip22 en los transformantes #2, #22 y #27, usando ADNg de la estirpe
silvestre (wt) como control: (B) PCR con un cebador externo a la construccion y otro del casete Hng tanto
del extremo 3’ como del extremo & de la construccion; (C-D) Analisis Southern del ADNg tratado con Hind

Il usando como sondas las regiones indicadas: “a” (C) o “b” (D). Los numeros indican tamafos en kb.
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Posteriormente, se verific6 mediante analisis Southern el reemplazamiento (Figura 22C-D). El
ADNg de los transformantes se traté con la enzima Hind lll y se hibridd con sondas
pertenecientes a la ORF de lip22 (a) y a la regién 5’ (b). Se comprobé que, en los transformantes
#2, #22 y #27, desaparecia la banda de 1.3 kb correspondiente a la ORF y que la banda de 1 kb

correspondiente al extremo 5’ era sustituida por otra de mayor tamafio conteniendo al casete
R

Hyg".

2.3.6 Interrupcion dirigida de  ctfl

Algunos transformantes obtenidos para delecionar al gen ctff mediante integraciéon del
casete Hng no mostraban banda de amplificacion tras la PCR con cebadores especificos de la
OREF de ctf1 (Figura 23C), ademas se observo la aparicion de un fragmento del tamafio esperado
tras amplificacién con un cebador interno al casete Hng y otro de la region externa a las
empleadas en la construccion, tanto -5 como -3 (aproximadamente 2.5 kb y 3 kb,

respectivamente) (Figura 23B).

Posteriormente, se verific6 mediante analisis Southern el reemplazamiento (Figura 23D-
E). El ADNg de los transformantes se traté con la enzima Bam HI y se hibridé con sondas
pertenecientes a la ORF de ctf1 (a) y a la regiéon 3’ (b). Se comprobé que, en los transformantes
#1 y #6, desaparecia la banda de 0.9 kb correspondiente a la ORF y que la banda de 1.6 kb

correspondiente al extremo 3’ era sustituida por otra de mayor tamafio conteniendo al casete
R

Hyg".

2.3.7 Interrupcion dirigida de  ctf2

Algunos transformantes obtenidos para delecionar al gen ctf2 mediante integracién del
casete Hng no mostraban banda de amplificacion tras la PCR con cebadores especificos de la
OREF de ctf2 (Figura 24B), ademas se observo la aparicion de un fragmento del tamafio esperado
tras amplificacién con un cebador interno al casete Hng y otro de la region externa a las
empleadas en la construccion, tanto -5 como -3 (aproximadamente 2.5 kb y 3 kb,

respectivamente) (Figura 24C).
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Figura 23. Interrupcion dirigida del gen ctf1. A Estrategia para la sustituciéon de la regidon codificante
mediante la técnica Split Marker y el casete Hng como fenotipo seleccionable. Las flechas indican los
cebadores usados para amplificar los fragmentos fusionados. Las sondas para la hibridacion Southern se
indican como “a@” y “b” y se muestran los sitios de restriccion para la endonucleasa Bam HI. B-F
Comprobacioén de la interrupcién de ctf1 en los transformantes #1 y #6, usando ADNg de la estir%e silvestre
(wt) como control: (B) PCR con un cebador externo a la construccion y otro del casete Hyg™ tanto del
extremo 3’ como del extremo 5 de la construccién; (C) PCR de la regién codificante del gen ctf?; (D-E)

Analisis Southern del ADNg tratado con Bam HI usando como sondas las regiones indicadas: “a” (D) o “b”
(E). Los numeros indican tamafios en kb.

Posteriormente, se verificd6 mediante analisis Southern el reemplazamiento (Figura
12reD-E). El ADNg de los transformantes se traté con la enzima Xho | y se hibridé con sondas
pertenecientes a la ORF de ctf2 (a) y del casete Hng (b). Se comprobé que, en los
transformantes #1, #5 y #28, desaparecia la banda de 0.7 kb correspondiente a la ORF y

aparecia una correspondiente al casete de Hng.
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Figura 24 . Interrupcion dirigida del gen ctf2. A Estrategia para la sustituciéon de la regidon codificante
mediante la técnica Split Marker y el casete Hng como fenotipo seleccionable. Las flechas indican los
cebadores usados para amplificar los fragmentos fusionados. Las sondas para la hibridacion Southern se
indican como “a” y “b” y se muestran los sitios de restriccion para la endonucleasa Xho |. B-F Comprobacion
de la interrupcion de ctf2 en los transformantes #1, #5 y #28, usando ADNg de la estirpe silvestre (wt) como
control: (B) PCR de la region codificante del gen ctf2; (C) PCR con un cebador externo a la construccion y
otro del casete Hng tanto del extremo 3’ como del extremo 5’ de la construccion; (D-E) Analisis Southern

“n

del ADNg tratado con Xho | usando como sondas las regiones indicadas: “a” (D) o “b” (E). Los numeros
indican tamarios en kb.

2.3.8 Interrupcion dirigida del gen  ctfl en el mutante Actf2 para obtener un doble

mutante

Con la finalidad de obtener el doble mutante Actf1Actf2 se transformaron protoplastos del
mutante Actf2 mediante el método de Split Marker, usando el casete de resistencia a fleomicina

(PhIR) como marcador selectivo.

Un dnico transformante obtenido no mostré banda de amplificacién tras PCR con
cebadores especificos de la ORF de ctf1 ni de ctf2 (Figura 25B). Ademas se observé la aparicion

de un fragmento del tamafo esperado tras la amplificacion con un cebador interno a PhI? y otro
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localizado en las regiones externas a la construccion, tanto -5’ como -3’ (aproximadamente 2 kb

y 2.5 kb, respectivamente) (Figura 25C).

Posteriormente, se verific6 mediante analisis Southern el reemplazamiento (Figura 25D-
E). El ADNg de los transformantes se traté con la enzima Bam HI y se hibridé con sondas
pertenecientes a la ORF (a) y a la regién 3’ (b) de ctf1. Se comprobd que, en el transformante #9,
desaparecia la banda de 0.9 kb correspondiente a la ORF y que la banda de 1.6 kb
correspondiente al extremo 3’ era sustituida por otra de mayor tamafio conteniendo el casete
PhI®.
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Figura 25 . Interrupcion dirigida del gen ctf1 en el mutante Actf2. A Estrategia para la sustitucion de la region
codificante mediante la técnica Split Marker y PhI? como fenotipo seleccionable. Las flechas indican los
cebadores usados para amplificar los fragmentos fusionados. Se muestran las sondas para la hibridacion
Southern como “a” y “b” y los sitios de restriccion para la endonucleasa Bam HI. B-F Comprobacién de la
interrupcion de ctf1 el transformante #9, usando ADNg de la estirpe silvestre (wt) como control: (B) PCR con
cebadores de la region codificante de ctf1 y ctf2; (C) PCR con cebadores externos a la construccion y otro
del casete PhI® tanto del extremo 3' como del extremo 5; (D-E) Andlisis Southern del ADNg tratado con

“n

Bam HI usando las sondas indicadas: “a” (D) o “b” (E). Los nimeros indican tamafios en kb.
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2.3.9 Obtenciodn de estirpes complementadas  Actfl::ctfl y Actf2::ctf2

Con la finalidad de complementar los mutantes Actf1 y Actf2, se cotransformaron
protoplastos de dichos mutantes con una copia funcional de los alelos silvestres ctf1 y ctf2,
respectivamente, junto al casete PhI?. Los transformantes obtenidos se confirmaron mediante

PCR vy posterior analisis Southern.

En la figura 26 se observa que los transformantes con el alelo ctf1 muestran
amplificacion tras realizar PCR con cebadores de la ORF del gen, ademas, tras analisis Southern
del ADNg tratado con Eco RI e hibridado con sondas de la region 3’ del gen (a) y del casete PhIR
(b) se observa una banda de 2.3 kb en los transformantes #20 y #32, correspondiente a la ORF
de cif1, y adicionalmente otra de tamafio variable dependiendo del sitio de integracién vy, al

menos, una banda correspondiente al casete PhI®.
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Figura 26. Complementacién del mutante Actf1. A Estrategia de complementacion mediante
cotransformaciéon con el alelo silvestre y el casete PhI® como marcador. Las sondas usadas en la
hibridacion Southern se indican como “a” y “b”. También se muestran los sitios Eco RI. B-D Comprobacion
de los transformantes #20 y #32, usando la estirpe silvestre (wt) y el mutante Actf1 como controles,
mediante PCR con cebadores de la regiéon codificante de ctf1 (B); Analisis Southern tras tratamiento del
ADNg con Eco Rl usando la sonda “a” (C) o “b” (D). Los numeros indican tamafos en kb.
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La figura 27 muestra una banda de amplificaciéon en los transformantes obtenidos con el
alelo ctf2 tras realizar PCR con cebadores de la ORF de ctf2. Ademas, en el analisis Southern
del ADNg tratado con Hind lll e hibridado con sonda de la ORF (a) se observa una banda de 1.6
kb en los transformantes #7, #15 y #18, correspondiente a la ORF de ctf2, y adicionalmente otra

de tamano variable dependiendo del sitio de integracion.
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Figura 27. Complementacion del mutante Actf2. A Estrategia de complementacion mediante
cotransformacion con el alelo silvestre y el casete PhI® como marcador. La sonda usada en la hibridacion
Southern se indica como “a”. También se muestran los sitios de restriccion Hind Ill. B-C Comprobacién de
los transformantes #7, #15 y #18, usando la estirpe silvestre (wt) y el mutante Actf2 como controles,
mediante PCR con cebadores de la region codificante de ctf2 (B); Analisis Southern tras tratamiento del
ADNg con Hind Il usando la sonda “a” (C). Los numeros indican el tamafio en kb.

102



2.4. Caracterizacion de estirpes mutantes de F. oxysporum obtenidas en
este trabajo.

2.4.1 Comportamiento patotipico de los mutantes en genes lipasas

Para determinar el papel de las distintas lipasas de F. oxysporum durante el proceso
patogénico, se realizaron ensayos de infeccion en plantulas de tomate con los mutantes
obtenidos en este trabajo (Figura 28). Las raices de plantulas de tomate del cultivar Moneymaker
de 14 dias de edad se sumergieron durante 30 minutos en una suspension con 5 x 10°
esporas/ml de la estirpe silvestre, como control, de los mutantes sencillos Alip7, Alip2, Alip3,
Alip5, Alip22, Actf1, Actf2, del doble mutante Actf1Actf2, y de los complementados Actf1::ctf1 y
Actf2:ctf2. Transcurrido ese tiempo, las plantas se sembraron en semilleros independientes con
vermiculita como sustrato, evaluandose el desarrollo de la enfermedad durante las 2-3 semanas
posteriores. El indice de enfermedad viene determinado por una escala que varia de 1 a 5,
siendo 1 planta sana y 5 planta muerta (Huertas-Gonzalez et al., 1999) (Figura 28A), o bien por
el porcentaje de supervivencia tras 35 dias post-infeccion (Lopez-Berges et al., 2012) (Figura
28B). En cada ensayo se utilizaron 10 plantas por estirpe y se repitieron al menos tres veces con

similares resultados.

La severidad de los sintomas de enfermedad en plantas infectadas con la estirpe
silvestre aument6 a lo largo del experimento, estando muertas la mayoria tras 20 dias de la
inoculacion. Asimismo, las plantas inoculadas con los mutantes Alip1, Alip2, Alip3, Alip5, Alip22
mostraron un desarrollo de la enfermedad idéntico al silvestre (datos no mostrados). Por el
contrario, las plantas inoculadas con la estirpes Actf1 mostraron un 40 % de supervivencia
(P<0.0005) tras 25 dias, y Actf2, asi como Actf1Actf2, un 80 % de supervivencia (P<0.0001),
aunque tras 35 dias, el doble mutante seguia mostrando un 70 % de supervivencia por el 30 %
mostrado por Actf2, evidenciando un fenotipo mas severo. Por su parte, las estirpes

complementadas recuperaron el fenotipo silvestre.
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Figura 28 . Representacion grafica de la incidencia de marchitez vascular en plantas de tomate (cv.
Moneymaker) causada por la estirpe silvestre (wt), mutantes Actf1, Actf2 y Actf1Actf2, y complementados
Actf1::ctf1 y Actf2:ctf2. Grupos de diez plantas fueron inoculadas y posteriormente plantadas en semilleros
independientes. El indice de enfermedad viene determinado por: A Desarrollo de la infeccion, indicada por
una escala donde 1 es planta sana y 5 es planta muerta, a lo largo de 35 dias (Huertas-Gonzélez et al.,
1999); B indice de supervivencia a lo largo de 35 dias. En todos los casos se utilizaron como control plantas
no inoculadas. Todos los experimentos se llevaron a cabo al menos tres veces con resultados similares.
Los datos mostrados se corresponden a un experimento representativo.
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2.4.2 Determinacién de la actividad lipasa total

Para determinar el efecto de la eliminaciéon de los genes lipasas sobre la produccion de
enzimas lipoliticas extracelulares se analizé la actividad total, relativa a la estirpe silvestre, en
sobrenadantes obtenidos a partir de cultivos inducidos con WGO durante 18-20 horas (Figura
29). Entre los mutantes analizados, Alip7 mostré una reduccion del 20 % en relacién al silvestre,
mientras que Alip2 y Alip5 tenian reducida su actividad en un 10 %, y Alip3 y Alip22 no mostraron
diferencias significativas. Los mutantes deficientes en alguno de los genes reguladores
mostraron una reduccion entre el 10 y el 30 % de la actividad total. Las estirpes complementadas

recuperaron el fenotipo silvestre.
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Figura 29 . Actividad lipasa presente en sobrenadantes obtenidos de cultivos de los diferentes mutantes de
F. oxysporum inducidos con WGO durante 18-20 horas. La actividad de las estirpes mutantes esta referida
como porcentaje a la observada en la estirpe silvestre. Las barras representan el error estandar calculado a
partir de tres réplicas bioldgicas incluyendo cada una tres réplicas técnicas.
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2.4.3 Acumulacion del pigmento bikaverina tras induccion en WGO

Durante el crecimiento de F. oxysporum en WGO se observé una coloracion rojiza en la
capa lipidica del sobrenadante de algunos cultivos, excepto en los mutantes Alip7, Actf1 y
Actf1Actf2, en los que permanecia el color amarillento original del WGO (Figura 30A). Como
aproximacion preliminar para determinar la causa de esta coloracién, se midieron las
absorbancias de dichas fraccidones a longitudes de onda comprendidas entre 200-600 nm,
observandose un pico maximo a 510 nm en las muestras rojizas, ausente en las amarillentas
(Figura 30B). Para identificar la naturaleza quimica del pigmento, estas fracciones fueron
analizadas por HPLC preparativo y por espectrometria de masas (MS). Mediante este analisis se
determind que el pigmento correspondia a un compuesto de peso molecular 383. Esta descrito
que F. oxysporum produce bikaverina, un pigmento no carotenoide de color rojo cuyo peso
molecular coincide con el de las muestras ensayadas (Son et al., 2008). Usando bikaverina como
referencia (generosamente suministrada por el Prof. Javier Avalos de la Universidad de Sevilla),
se determind que este pigmento era el responsable de la coloracion rojiza de la fraccion lipidica
de los cultivos inducidos en WGO, y que los mutantes Alip1, Actf1 y Actf1Actf2 no producian
dicho pigmento (figura 30).

2.4.4 Utilizacién de &cidos grasos de cadena larga o corta como Unica fuente de

carbono en los mutantes obtenidos

Para determinar el papel de los genes lipasas o de sus principales reguladores sobre la
capacidad para metabolizar diferentes acidos grasos, se analizé el crecimiento de los mutantes y
del silvestre, en medio soélido sintético (SM) con diferentes acidos grasos de cadena corta, de
cadena larga, con una mezcla de ellos, o con glucosa y en medio no definido (PDA) como
control. Los compuestos y sus concentraciones fueron: 1% Glucosa, 50 mM Acetato de Sodio,
2.5 mM Sodio Oleato, 10 mM Sodio Butirato, 0.5% (m/v) Glicerol triOleato, 0.5% (v/v) Glicerol
triButirato, 0.5% (v/v) Glicerol triPalmitato, 2.5 mM Acido Erdcico, 0.5% (v/v) Aceite de oliva o
0.5% (v/v) Aceite de germen de trigo (WGO).
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Figura 30. Analisis de los pigmentos producidos por las estirpes mutantes de genes lipasas de F.
oxysporum. A) Imagenes de la capa de lipidos en los sobrenadantes de cultivos inducidos con WGO. B)
Absorbancia de la fraccion lipidica de cada estirpe a longitudes de onda comprendidas entre 400 y 600 nm.
C) Cromatogramas HPLC-i6nicos de la estirpe silvestre (panel superior) o del mutante Actf1 (panel inferior)
usando bikaverina como referencia. Se representa el tiempo de retencion desde que cada muestra se
inyecta en el HPLC. Los cromatogramas del resto de los mutantes (no mostrados) fueron similares a la
estirpe silvestre (los de color rojo) o al mutante Actf1 (el resto).

Las estirpes se incubaron durante 6 dias a 28 °C. No se observaron diferencias
significativas entre los mutantes afectados en lipasas estructurales en comparacién con el
silvestre (datos no mostrados). Por el contrario, los mutantes en genes reguladores mostraron en
general menor crecimiento que el silvestre (Figura 31). El mutante Actf1 presenté una menor
capacidad para metabolizar acidos grasos de cadena larga (sodio oleato, glicerol trioleato,

glicerol tripalmitato; y aceite de oliva y WGO, que contienen una mezcla de acidos grasos). En el
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mutante Actf2, el crecimiento estuvo reducido en acidos grasos tanto de cadena corta como de
cadena larga, observandose un fenotipo aditivo en el doble mutante Actf1Actf2. Por su parte, las

estirpes complementadas recuperaron el fenotipo silvestre.
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Figura 31. Colonias de la estirpe silvestre (wt), de mutantes Actf1, Actf2 y Actf1Actf2 y de las estirpes
complementadas Actf1::ctf1 y Actf2:ctf2 tras 6 dias de crecimiento a 28 °C en medio SM sdlido con los
acidos grasos indicados como unica fuente de carbono. El medio completo PDA o medio SM con 1 % de
glucosa fueron usados como control.
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Por otra parte, en medio sintético (SM) con Glicerol triButirato como unica fuente de
carbono, se observo la aparicion de un leve halo de hidrdlisis en todos los casos como muestra
visible de la capacidad del hongo de hidrolizar estos compuestos lipidicos, excepto en las

estirpes incapaces de crecer.

2.4.5 Expresion relativa de genes lipasas estructurales en mutantes Actfl, Actf2,
Actf1Actf2

Para investigar la regulacion de los genes estructurales lip1, lip1.2, lip2, lip3, lip4, lip5,
lip10, lip11, lip13, lip15, lip20, lip21 y lip22 se analizé su expresién mediante qRT-PCR, usando
ADNCc obtenido a partir del ARN extraido de cultivos en SM con 2% (v/v) de WGO a 28 °C (Figura
32). La eliminacién dirigida de los reguladores Ctf1 o Ctf2 afectd a la expresion de varios genes.
Se comprobd una regulacién positiva de ambos factores de transcripcion sobre siete de los
genes estructurales, lip1, lip2, lip3, lip10, lip13, lip15, y lip22. Otros mostraron estar bajo
regulaciéon negativa del factor Ctf1, como /lip20 y lip21 y lip1.2 por ambos reguladores. El doble
mutante mostré un fenotipo aditivo para la regulacion de estos genes. La expresion de lip4 y lipd
resultd indetectable bajo las condiciones ensayadas (datos no mostrados). Las estirpes

complementadas recuperaron siempre el fenotipo silvestre.

3. Discusion

La invasion de especies vegetales por patégenos fungicos supone enormes pérdidas
econdémicas a escala mundial, por ello la importancia del control de estas enfermedades. Para
desarrollar métodos de control eficaces es necesario conocer los mecanismos que utilizan los
patégenos para penetrar e invadir a sus hospedadores. Un enfoque para el estudio de la
patogénesis fungica ha sido la identificacion de las enzimas extracelulares que puedan participar
en la virulencia del patégeno. Durante el proceso de penetracion y colonizacién, el hongo secreta
una bateria de enzimas, entre ellas las lipasas. El papel de enzimas lipoliticas durante la
infeccion de patdégenos que colonizan a la planta por la parte aérea ha sido descrito con
anterioridad (Voigt et al., 2005; Feng et al., 2005; Paper et al., 2007, Nguyen et al., 2010a), sin
embargo no se ha investigado hasta el momento en patégenos de suelo. Para determinar su

papel en la virulencia del patégeno de suelo F. oxyporum, en este estudio se ha caracterizado
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genética y bioquimicamente el sistema lipolitico, incluyendo la delecién dirigida de cinco genes

de lipasas estructurales secretadas y dos genes reguladores de lipasas.
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Figura 32 . Expresion de genes lipasas mediante qRT-PCR en los mutantes Actf1, Actf2, Actf1Actf2 y en las
estirpes complementadas Actf1::ctf1 y Actf2:ctf2 tras crecimiento en condiciones de induccién con aceite de
germen de trigo, en referencia a la estirpe silvestre (wt). Las barras representan el error estandar calculado
de tres replicas bioldgicas y tres réplicas técnicas de cada una.

3.1. F. oxysporum contiene un sistema lipolitico versatil y diverso

En este trabajo se han identificado 24 genes presumiblemente responsables de otras
tantas lipasas secretadas que estan relacionadas filogenéticamente con Lip1 (Martinez-Rocha et
al., 2008) mediante el analisis in silico del genoma de F. oxysporum. Todas ellas presentan el
pentapéptido GxSxG, conservado en lipasas, por ejemplo en las lipasas FGL1-FGL5y LIP1 de F.
graminearum (Voigt et al., 2005; Feng et al., 2005; Nguyen et al., 2010). La serina de este
dominio forma parte de la triada catalitica Serina-Acido-Histidina (Winkler et al, 1990; Lowe,
1992; Cambillau y Tilveurgh, 1993; Pleiss et al., 1998; Nardini y Dijkstra, 1999; Pleiss et al.,

2000). Aunque las lipasas muestran caracteristicas comunes, como una estructura proteica
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similar y una maquinaria catalitica idéntica, poseen secuencias de aminoacidos variables

(Fischer & Pleiss, 2003). En su extremo N-terminal existe un péptido sefial para la secrecion.

Nuestra busqueda in silico revelé mayor numero de lipasas en el genoma de F.
oxysporum que en especies cercanas como F. graminearum y F. verticillioides, como se ha
descrito para otras familias génicas del género (Ma et al., 2010). La diferencia en el numero de
lipasas entre las tres especies de Fusarium puede deberse a mecanismos evolutivos divergentes
durante la adaptacién del proceso de infeccién de la raiz o de la parte aérea de la planta. En
patégenos de suelo, la aparente redundancia de enzimas lipoliticas podria haber evolucionado
de un ancestro comun por duplicacion génica para mejorar su adaptacion asociada a la
especificidad de requerimientos necesarios durante la penetracion del hospedador. Diferencias
similares se han descrito en cutinasas; F. oxysporum contiene un unico gen cutinasa (Martinez-
Rocha et al., 2008) en contraposicidon a los tres identificados en F. solani (Li et al., 2002). El
analisis filogenético de las secuencias deducidas de amino acidos de las 25 lipasas de F.
oxysporum revelaron cuatro clados, segun los datos obtenidos en el NCBI, incluyendo
esterasas/lipasas, lipasas clase lll, lipasas secretadas y una prolil-oligopeptidasa (Figura 14). Las
caracteristicas basicas que definen a las lipasas son: una triada catalitica, la activacion
interfasica, la presencia de una tapadera, y la capacidad de hidrolizar triacilgliceroles insolubles
de cadena larga (TAGs). Sin embargo, ninguna de estas cuatro propiedades pueden aplicarse
como criterio de clasificacion definitivo, al existir numerosas lipasas que no cumplen algunas de
estas propiedades, como por ejemplo, las de Pseudomonas glumae (Noble et al., 1993) y las de
Candida antarctica (Uppenberg et al, 1994a; Uppenberg et al, 1994b) que no muestran
activacion interfasica. El comité de nomenclatura de la unién internacional de bioquimica (IUB)
clasifica las hidrolasas de acuerdo con los sustratos que reconocen. Asi, el término lipasa se
refiere cominmente a ftriacilglicerol hidrolasas (EC 3.1.1.3), sin embargo, existen muchas
enzimas capaces de hidrolizar una variedad de sustratos éster, como por ejemplo las
fosfolipasas, esteresas, cutinasas, amidasas, etc. todas ellas englobadas en el grupo de las
carboxil ester hidrolasas (EC 3.1.1.-) lo que hace la clasificacion arbitraria y confusa (Schmid and
Verger, 1998). Tanto las esterasas, como las cutinasas y las lipasas presentan estructuras y
funciones similares, con un mecanismo enzimatico comun, considerandose a las cutinasas como
el intermedio entre lipasas y esterasas (Chahinian et al, 2002; Nini et al, 2001; Pleiss et al, 1998).
De manera general las lipasas hidrolizan TAGs insolubles, de cadena media o larga, como la
tricotanoina y la trioleina, aunque también son activas frente a ésteres solubles de cadena corta.

Por su parte, las esterasas actuan sobre ésteres solubles de cadena corta, como el butirato y la
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triacetina, dificilmente hidrolizados por lipasas. Aunque algunas lipasas pueden actuar sobre
ésteres solubles de cadena corta, no se han descrito esterasas que hidrolizan ésteres insolubles
de cadena larga (Chahinian et al., 2002). En consecuencia, se considera a las lipasas como
carboxil éster hidrolasas con capacidad de actuar sobre TAGs de cadena larga en presencia de
una interfase lipido-agua (Schmid and Verger, 1998). No obstante, existen excepciones como
una cutinasa de F. solani capaz de hidrolizar triacilgliceroles tanto de cadena larga como corta
(Mannesse et al., 1995). La identificacién de una supuesta peptidasa en nuestra busqueda,
probablemente se deba a las analogias existentes entre carboxil ester hidrolasas y peptidasas
como la estructura comun de la a/B-hidrolasa plegada; la presencia de un hueco oxianién; o la
similitud estructural entre el enlace amido y éster (Derewenda & Sharp, 1993; Schrag & Cygler,
1997).

Ademas de su importancia en biotecnologia, las lipasas son consideradas como posibles
factores de virulencia en bacterias y hongos. Se ha descrito la induccion de lipasas durante el
ciclo infeccioso en especies patégenas como C. albicans, donde contribuyen a la virulencia sobre
tejidos humanos (Hube et al, 2000), en Alternaria brassicicola, donde una lipasa interviene en
estadios tempranos de la patogénesis (Berto et al., 1997; Berto et al. 1999), en Burkholderia
glumae, donde la infeccion de plantas de arroz parece regulada por una lipasa extracelular
(Devescovi et al., 2007) o en F. graminearum, donde hay varias lipasas esenciales para la
patogénesis (Voight et al 2005; Nguyen 2010a, Nguyen 2010b). La existencia del amplio perfil
lipolitico que presenta F. oxysporum puede ser reflejo de la diversidad de funciones potenciales
para la adquisicién de nutrientes o durante la infeccion y colonizacién de la planta (Christensen y
Kolomiets, 2010; Meer-Janssen et al., 2010; Singh y Del Poeta, 2010).

Hasta la fecha existen escasos ejemplos de mutantes en genes Unicos responsables de
enzimas liticas que hayan mostrado un patréon de virulencia reducido o la pérdida completa de
patogenicidad. Estos resultados se explicarian por la redundancia funcional existente en este tipo
de proteinas, por ello la anulacién simultanea de un conjunto de genes resultaria de gran utilidad
para determinar la implicacion de enzimas con funciones similares en patogénesis (Walton,
1994). Ello ha inducido nuestra busqueda en el genoma de F. oxysporum de factores de
transcripcion potencialmente capaces de regular la sintesis de hidrolasas y entre ellas de lipasas.
Ademas del gen ctf1 previamente descrito en F. oxysporum (Martinez-Rocha et al., 2008), en el
presente estudio se ha identificado un segundo gen, ctf2, también presunto regulador de la
actividad lipasa. Ambos genes presentan identidad a factores de transcripcion que regulan el
metabolismo de acido grasos en A. nidulans (FarA y FarB) (Hynes et al., 2006) o la actividad
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cutinolitica en F. solani (Ctfa y Ctf) (Li and Kolattukudy, 1997; Li et al., 2002) (Figura 15). Las
dos proteinas presuntas reguladoras de lipasas en F. oxysporum contienen una region de
localizacion nuclear, y el dominio de unién a ADN con el motivo conservado CX,CXgCX,CX,CXs.
gC en su extremo amino terminal, tipico de proteinas Zn,(l1)Cysg que regulan diversas funciones.
En Ctf1 y Ctf2, el motivo conservado varia ligeramente en la distancia entre la tercera y la cuarta
cisteina, ya que cuentan con 8 y 7 residuos respectivamente, lo que podria indicar diferencias en
la especificidad de unién a los promotores. Como se ha descrito previamente (Hynes et al.,
2006), dichas proteinas estan muy conservadas en hongos filamentosos, organizandose en dos
clados, uno que incluye los ortélogos a Ctf1 y otro los ortélogos a Ctf2. Ambos grupos muestran
elevada identidad entre si, especialmente en la region del dominio de union al ADN. El elevado
numero de lipasas identificadas, y la presencia de dos reguladores indica la complejidad del

sistema lipolitico en F. oxysporum.

3.2. Los promotores de genes lipasas son reconocidos por los factores

transcripcionales Ctfl y Ctf2.

Este grupo de factores de transcripcion se unen a la region promotora por el dominio de
union al ADN reconociendo dos tripletes palindromicos GCC(N)GGC, donde N puede tener
longitud variable. En F. solani, los motivos del ADN reconocidos por Ctfa tienen una posicion
opuesta y estan separados por dos nucleétidos (GCCN,GGC) (Li et al., 2002), mientras que en
A. nidulans, FarA y FarB se unen al motivo conservado CCGAGG (Hynes et al., 2006). En este
mismo grupo se ha descrito previamente que el promotor del gen ctf1 de F. oxysporum contiene
una copia del motivo CCGAGG, sugiriendo que Ctf1 se podria autoregular (Martinez-Rocha et
al., 2008), o estar regulado por Ctf2. Las regiones promotoras de 24 lipasas identificadas en F.
oxysporum contienen el motivo CGG(N)CCG similar al reconocido por CTFa de F. solani (Tabla
14), ademéas de elementos CCGAGG localizados en el promotor de 13 lipasas estructurales,
entre ellas lip7 (Martinez-Rocha et al., 2008) (Tabla 15).

3.3. El sistema lipolitico de F. oxysporum en la utilizacién de &cidos grasos
y en patogénesis
Los resultados presentados demuestran que la actividad lipolitica de F. oxysporum es

inducible por sustratos lipidicos como aceite de germen de trigo (WGO), debido presumiblemente
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a la secrecion de una bateria de lipasas con perfiles fisico quimicos diferentes. En este trabajo
se describe que el 75 % de la actividad se debe fundamentalmente a proteinas de bajo punto
isoeléctrico (Figura 16). Como primera aproximacion sobre el papel de las lipasas en la infeccién
de F. oxysporum f.sp. lycopersici, se realizaron ensayos de expresién mediante qRT-PCR de
genes estructurales para detectar transcritos especificos en raices y tallos de plantas de tomate
a lo largo del tiempo tras la infeccion (Figura 17). Se observaron tres respuestas diferentes:
genes con una expresion relativamente alta durante la infeccion de plantas, que incluyen lip1,
lip3 y lip22; un segundo grupo con niveles de expresion muy bajos, pero detectables, que
incluyen lip1.2, lip2, lip10, lip13 y lip21; y el resto de los genes, lip4, lip5, lip11, lip15 'y lip20, cuya
expresion no fue detectable. Los transcritos analizados son detectables in planta con picos de
expresion maxima variables segun el gen, lo que sugiriere que la diversidad de lipasas
secretadas podrian jugar papeles diferentes durante la adquisicion de nutrientes y la colonizacion

de la planta de tomate.

Para determinar el papel de las lipasas en la patogenicidad de F. oxysporum se
delecionaron individualmente los genes de cinco lipasas estructurales, lip1, lip2, lip3, lipd y lip22,
incluyendo aquellos con mayor expresion durante la infeccién y los ortélogos de F. graminearum
que habian mostrado ser esenciales en patogénesis (Voight et al 2005; Nguyen 2010a), ademas
de los dos reguladores, ctf1 y ctf2. Previamente se habia obtenido un mutante ctf1 con pérdida
de funcién en nuestro laboratorio (Martinez-Rocha et al., 2008). La delecién completa del gen en

el presente estudio ha mostrado fenotipos similares a los descritos.

3.3.1 ElI complejo lipolitico de  F. oxysporum es necesario para la utilizacion de
acidos grasos

La delecion de la mayoria de las lipasas estructurales y en particular de los genes
reguladores resultd en una reduccién significativa de la actividad lipasa total (entre 10-30 %),
mostrando en el doble mutante Actf1Actf2 un efecto aditivo (Figura 29). Estos resultados
demuestran que los genes reguladores son necesarios para la expresion de genes involucrados

en la hidrolisis de acidos grasos, y que su delecion afecta a la actividad total.

En nuestros ensayos, Unicamente los mutantes Actf1, Actf2 y el doble Actf1Actf2 estaban
afectados en el metabolismo de &cidos grasos (Figura 31). Por el contrario, los mutantes

estructurales no mostraron diferencias detectables en comparacion con la estirpe silvestre. La
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deficiencia en ctf1 afectaba al metabolismo de acidos grasos de cadena larga, segun la
apariencia menos densa de su micelio cuando se crece en medio solido conteniendo como Unica
fuente de carbono estos compuestos. Sin embargo la delecidon de ctf2 afecté severamente al
metabolismo de acidos grasos de cadena corta, y moderadamente a los de cadena larga,
observandose en el doble mutante un fenotipo aditivo. Esto podria indicar que Ctf1 afecta a la
expresion de lipasas, las unicas esterasas que degradan acidos grasos de cadena larga. Por el
contrario Ctf2 podria regular un conjunto mas amplio de genes con capacidad de hidrolizar
ésteres de cadena larga o corta, entre las que se encuentran cutinasas y esterasas, ademas de
lipasas. La presencia en el promotor de ctf1 de una regién de reconocimiento para este factor de
transcripcion (CCGAGG), sugiere que Ctf2 podria ser un regulador positivo para Ctf1 lo que
explicaria el fenotipo mas acusado en el mutante Actf2. No obstante, el fenotipo aditivo mostrado
por el doble mutante indica que ambos factores regulan diferentes genes. Estos resultados
difieren de los descritos en A. nidulans, donde la delecion de farA (ortdlogo a ctf1) afectaba a la
utilizacion de acidos grasos de cadena corta o larga, mientras que la delecion de farB (ortdlogo a
ctf2) afectaba a los de cadena corta (Hynes et al., 2006). Esto sugiere que factores de
transcripcion similares juegan papeles diferentes en la regulacién del metabolismo de acidos

grasos en distintas especies fungicas.

La expresion génica, analizada mediante qRT-PCR, en distintas estirpes inducidas en
WGO mostraron que Ctf1 y Ctf2, activan la transcripcion de los genes lipasas lip2, lip3, lip10,
lip13, lip15 y lip22, ademas de regular positivamente a lip7 como se habia descrito (Martinez-
Rocha et al., 2008). Por otro lado, Ctf1 parece regular negativamente a lip1.2, lip20 y lip21,
mientras que Ctf2 regula negativamente a lip7.2. Como era esperable, el doble mutante mostré
un fenotipo aditivo para la regulacion génica (Figura 32). Estos resultados demuestran la
compleja regulacion transcripcional de las lipasas extracelulares por Ctf1 y Ctf2 durante el
crecimiento in vitro. No obstante, el papel regulador de Ctf1 y Ctf2 podria ser distinto durante la
infeccion de plantas como se ha descrito en la regulacion de Lip1 por Ctf1 (Martinez-Rocha et
al., 2008).

3.3.2 Lipl esta involucrado en la sintesis de bikaverina

La deteccién visual de un pigmento rojo, identificado como bikaverina, en la fraccion
lipidica de los sobrenadantes de cultivos inducidos con WGO mostraron claras diferencias entre
los mutantes Alip1, Actf1 y Actf1Actf2 en comparacion a la estirpe silvestre (Figura 30). Estos
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resultados son consistentes con la hipotesis de que Lip1 esta implicado en el metabolismo del
WGO, deduciéndose que la produccién de intermediarios tras la hidrdlisis de los acidos grasos
constituyentes del WGO son esenciales para la biosintesis de bikaverina, y que la incapacidad
de ser metabolizados por Lip1 influye en la sintesis del compuesto. La regulacién de Lip1 por
Ctf1 explica que los mutantes Actf1 y Actf1Actf2 presenten el mismo fenotipo. La biosintesis de
bikaverina, frecuente en especies de Fusarium pero no habitual en otros hongos, involucra a seis
genes muy conservados entre especies. Se ha descrito que la produccion de bikaverina esta
regulada por mecanismos diversos (nitrégeno, fosfato, sulfato, calcio, sacarosa, pH, aireacion
apropiada, etc.) (Limon et al., 2010), pero no se ha identificado la relacion entre el metabolismo
de lipidos y la sintesis del pigmento. Por este motivo, la ausencia de bikaverina en los mutantes
deficientes en Lip1, se interpreta como un efecto indirecto, afectando la ausencia de la lipasa a
algun mecanismo de regulacion que provoca la ausencia del pigmento. Un ejemplo de regulacion
indirecta se ha descrito en los genes de la biosintesis de bikaverina del mutante AFfvel1
(relacionado con el complejo velvet) de Fusarium fujikuroi, al detectarse un incremento de
bikaverina. La complejidad de la regulacion de bikaverina en respuesta a sefiales externas
sugiere que la de-represion de genes es un efecto secundario de los cambios en la transmisién y
reconocimiento de sefiales ambientales provocados por la deleciéon de Ffvel1 (Wiemann et al,
2010; Wiemann et al, 2009).

3.3.3 La utilizacion de acidos grasos es necesaria para el desarrollo de la
infeccion.

Nuestros resultados demuestran que los genes lipasas no son necesarios
individualmente para la virulencia del hongo. Esto contrasta con lo descrito en F. graminearum
donde la deleciéon de FGL1, FGL2 o FGLS5 causa una severa reduccion de la virulencia (Voigt et
al., 2005; Nguyen 2010a), posiblemente debido a la importancia de estas enzimas para la
colonizacion de las regiones aéreas de la planta por F. graminearum. No obstante, la interrupcién
de LIP1 en F. graminearum mostraba reduccion en la actividad lipasa, aunque no era esencial
para la patogenicidad (Feng et al., 2005). Aunque no se han encontrado evidencias de la
involucraciéon de lipasas individuales en la virulencia de F. oxysporum, su funciéon para la
adquisicion de nutrientes resulté importante. Es probable que las lipasas secretadas sean
necesarias para la utilizacion de lipidos, ya que la anulacién de casi cualquier gen reduce la

actividad lipolitica. Por otra parte, las lipasas individuales pueden resultar dispensables debido al
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aumento en la expresibn de oftras lipasas extracelulares, fendmeno conocido como
compensacion de la expresion génica. Esta hipétesis concuerda con el hecho de que la
virulencia esté ligeramente reducida en el mutante ctf1 y severamente en el mutante ctf2,
mostrando el doble mutante un fenotipo aditivo (Figura 28). La aparente discrepancia entre el
fenotipo del mutante ctf1 obtenido en este estudio y el mutante del mismo gen previamente
obtenido (Martinez Rocha et al., 2008), que no mostraba alteracién del patotipo, podria deberse
al fondo genético de los cultivares de plantas de tomate usados en ambos casos (cv. Vemar,
previamente usado o cv. Moneymaker, usado en este estudio). Nuestros resultados muestran
que la regulacion conjunta de varios genes lipasas afectan a la patogenicidad de F. oxysporum.
No obstante, no se descarta la posibilidad de que el fenotipo de los mutantes Actf1 y Actf2 se
deba a la regulaciéon de otros genes y no estrictamente a las enzimas liticas secretadas. En A.
nidulans se han descrito genes cuyos promotores presentan la secuencia CCTCGG, como
dianas potenciales para estos factores de transcripcion. La mayoria estan involucrados en el
metabolismo de lipidos, como por ejemplo genes de la biogénesis o el funcionamiento de los
peroxisomas, genes de [-oxidacion o en el transporte de acetil-CoA entre peroxisomas y
mitocondrias (acuJ y acuH); pero otros estan implicados en el transporte de metabolitos o en
estrés oxidativo (peroxisomas) (Hynes et al., 2006). Se han descrito varios casos en los que la
alteracién del metabolismo de lipidos afecta a la patogénesis, como en C. albicans (Lorenz &
Fink, 2001), donde se ha relacionado el ciclo del glioxilato con su virulencia, en el hongo M.
grisea donde se ha determinado la importancia de la B-oxidaciéon peroxisomal de lipidos en la
formacién del apresorio (Wang et al., 2007) o en Cryptooccus neoformans, donde se ha
demostrado que el metabolismo de lipidos juega un papel importante en la regulacion de la
patogénesis (Shea & Del Poeta, 2006). Ademas se ha descrito que estos factores de
transcripcion pueden interactuar con otras proteinas o incluso con el ARN (MacPherson et al.,
2006). Sin embargo, la correlacion directa entre la imposibilidad de metabolizar acidos grasos
con la reduccién de virulencia queda manifiesta, ya que la incapacidad de crecer en acidos
grasos en los mutantes reguladores (Actf1, Actf2 y Actf1Actf2) tuvo como resultado el retraso en

el proceso de patogénesis.

117



118



CAPITULO 2

Poligalacturonasas (PGs) estructurales de F. oxysporum
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1. Introduccioén

Las enzimas que degradan la pectina de la pared celular de plantas se consideran
determinantes de la patogenicidad desde hace tiempo, por su papel en la penetraciéon del
hospedador (Reid, 1950) y se han estudiado con mas detalle que otras CWDEs (Walton, 1994).
De acuerdo con su mecanismo catalitico, las enzimas que degradan se dividen en endo- y exo-
poligalacturonasas (PGs), aunque algunas muestran ambas actividades (Cooper y Rankin,
1978), endo- y exo-pectato liasas y pectin metilesterasas. Las PGs son las pectinasas mejor
conocidas debido a su induccién masiva por sustratos pécticos y su habilidad para macerar los

tejidos vegetales (Collmer y Keen, 1986).

1.1 Estructura de la pectina

En plantas superiores, las células estan rodeadas por la pared, una red heterogénea de
polimeros, principalmente celulosa, xiloglucano, pectina y proteinas estructurales. En ella, las
microfibras de celulosa estan recubiertas por xiloglucanos e incrustadas en varias capas de
polisacaridos pécticos, formando la lamela media (Di Pietro et al., 2009) (Figura 33). Ademas de
aportar un soporte estructural, la pared vegetal constituye una linea de defensa frente a

patégenos.

Pectina

Lamela
media
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primaria

Membrana
plasmatica
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Micro fibrilas de
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Proteinas solubles

Figura 33 . Esquema de la estructura de la pared celular.
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Las moléculas de pectina estdn compuestas por diferentes regiones estructurales
(Carpita & Gibeaut, 1993; Mutter et al, 1996; Quemener et al, 2003). La denominada region lisa,
constituida por homogalacturonano (HG), un polimero linear formado por residuos de acido D-
galacturoénico unidos por enlaces a-1,4 que pueden encontrarse acetilado y/o metil-esterificado.
La region ramnogalacturonano | (RGI) constituida por disacaridos de ramnosa - acido D-
galacturonico unidos mediante enlaces a-1,2 y a-1,4, respectivamente. En esta region, ambos
tipos de residuos pueden llevar cadenas laterales de azucares neutros como galactosa,
arabinosa y xilosa, entre otros. Por ultimo una regiéon RGIl consistente en un esqueleto de
homogalacturonano con cadenas laterales complejas unidas a los residuos de 4&cido
galacturoénico (Willats et al, 2006). Las cadenas RG también se denominan regiones vellosas de
la pectina. Se ha postulado que la region HG forma el esqueleto estructural de la molécula a
partir del cual se ramifican las regiones RG. No obstante Vincken y colaboradores han propuesto
un modelo donde el esqueleto lo forma la regiéon RGI a partir del cual, las regiones HG y RGII

forman largas cadenas (Vincken et al, 2003) (Figura 34).

1.2 PGs de hongos

Las endoPGs (endo-a1,4-poligalacturonasas; E.C. 3.2.1.15) y las exoPGs (exo-a1,4-
poligalacturonasas; E.C. 3.2.1.67) degradan la pectina mediante la adicién de moléculas de agua
para romper los enlaces a-1,4 de los residuos de acido D-galaturénico. Esto hace que la region
HG de la pectina sea el sustrato ideal para estas enzimas, degradandose en &cido tri-, di- y
monogalacturénico como producto final, con la formacién de oligogalacturénicos como producto
intermediarios (Di Pietro et al., 2010). Las endoPGs rompen el esqueleto de homogalacturano
internamente, mientras que exoPGs progresivamente hidrolizan mondmeros del extremo no

reducido.

1.2.1 Estructura

La estructura de las PGs es bien conocida por numerosos cristalograficos (Abbott &
Boraston, 2007; Abbott & Boraston, 2008; Bonivento et al, 2008; Cho et al, 2001; Pickersgill et al,
1998; Pijning et al, 2009; van Pouderoyen et al, 2003; van Santen et al, 1999). Todas ellas
muestran una hélice beta paralela dextrégira (Yoder et al, 1993), formada por 10 colas con 3 0 4

laminas 3 repetidas en tandem. El sitio activo se localiza en una hendidura profunda y contiene

121



puentes disulfuro que contribuyen a su estabilizaciéon (Federici et al, 2001; Herron et al, 2000;
Jenkins & Pickersgill, 2001); el hueco del sitio activo estd abierto en ambos lados en las
endoPGs o cerrado en uno en las exoPGs (Abbott y Boraston, 2007) (Figura 35). En base a su
secuencia y a la estructura de su centro catalitico, las PGs se han clasificado dentro de la familia

hidrolasa 28 (GH28), junto a las ramnogalacturonsas (Henrissat & Davies, 1997).
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Figura 34. Estructura de la pectina. Representacion esquematica de la estructura convencional (A) y la

propuesta recientemente (B) (Willats et al., 2006).
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Figura 35. Esquema de la estructura de A endoPG | de A. niger (Van pouderoyen et al., 2003) y B exoPG
YeGH28 de Yersinia enterocolitica (Abbot y Boraston, 2007).

1.2.2 Regiones conservadas

Trabajos comparativos de PGs fungicas han permitido determinar en ellas varios
dominios conservados. Asi, las secuencias de aminoacidos Asn-X-Asp (NXD), Asp-Asp (DD),
Gly-His-Gli-X-Ser-lle-Gly-Ser (GHGXSIGS) y Arg-lle-Lys (RIK) son comunes en PGs (Caprari et
al, 1993b; Kitamoto et al, 1993; Reymond et al, 1994). Mediante mutagénesis dirigida del gen
pgA de F. moniliforme se ha determinado la importancia en la catalisis enzimatica de la Histidina
y las Serinas de la region GHGXSIGS (Caprari et al, 1996); del mismo modo, se ha demostrado
que los tres residuos de Acido aspartico (de las regiones NXD y DD) y las Arginina y Lisina de la
region RIK, que intervienen en la unién al sustrato, son esenciales para su funcionalidad (van
Santen et al, 1999). Ademas la modificaciéon quimica de un residuo de tirosina (Y), altamente
conservado, en la endopoligalacturonasa Pg2 de A. niger evidencié su papel fundamental en la

catalisis (Stratilova et al, 1996).

1.2.3 Regulacion e induccion
Las pectinasas extracelulares se inducen en presencia de materiales pécticos en el
medio de cultivo (Riou et al, 1992). En general, las PGs son inducidas por pectina, acido

poligalacturénico y productos finales del metabolismo del sustrato; por otra parte estan
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reprimidas por la presencia de fuentes de carbono como la glucosa (Annis & Goodwin, 1997) en
muchos casos relacionadas con CreA, un represor que actia en presencia de carbono, como se
ha observado en A. nidulans (de Vries et al, 2002; Lockington et al, 2002). También el factor
ccSNF1, necesario para la expresiébn de genes sometidos a represién catabdlica, esta
relacionado con la induccidn de las enzimas pécticas en C. carbonum (Tonukari et al, 2000). Adn
asi, el caracter inducible de estos genes no siempre es cierto, ya que también se han descrito
casos en los que los genes de PG se expresan de forma constitutiva (Wubben et al, 1999).
Existen también ejemplos de algunas PGs en los que no existe la represion catabolica
detectandose inducciéon en medios con glucosa, como el gen bcpg3 de B. cinerea (Wubben, et
al., 1999) y el pg? de Penicillium olsonii (Wubben et al, 2000). No obstante, se han determinado
diferencias entre la capacidad de induccién del acido poligalacturénico y de la pectina lo que

podria deberse a sus diferentes grados de metilacion o al pH.

La regulacién mediante pH se ha determinado en F. oxysporum, donde el mutante de
pacC, gen relacionado con la regulacién por pH, expresa una gran cantidad de endoPGs y
ademas de ser mas virulento; por el contrario, el mutante constitutivo exhibe el fenotipo contrario
(Caracuel et al, 2003). Asimismo se ha observado la influencia del pH en la regulacién de otros
genes codificadores de PGs como el gen pg? de F. oxysporum (Di Pietro et al, 1998). En B.
cinérea, un medio de pH acido produce un efecto represor sobre la expresion del gen bcpg2 e

inductor sobre el gen bcpg3 (Wubben et al., 2000).

También se ha descrito la regulacion de PGs, ademas de otras CWDEs, por medio de
MAPK en varias especies (Di Pietro et al., 2009). En F. oxysporum mutantes para MAPK
mostraban menor expresion de endoPGs (Di Pietro et al, 2001). Una delecion en Ste12p de
Colletotrichum lindemuthianum, un factor de transcripcién que actua en la cascada de MAPK,

presentaba actividad pectinasa reducida (Hoi et al., 2007).

En las PGs se ha observado la existencia de modificaciones post transduccionales como
la glicosilacién, ampliamente descrita en hongos. Se conocen tres funciones bioldgicas para los
oligosacaridos de las glicoproteinas: reconocimiento, influencia en la estructura terciaria y
estabilizacion de las membranas bioldgicas (Markovic y Janecek, 2001; Rudd et al., 2001). En F.
oxysporum, la N-glicosilacion de Pg1 se mostré esencial para su secrecion (Di Pietro & Roncero,
1996). En F. moniliforme, se ha comprobado que a partir de un Unico gen se producen cuatro

isoformas distintas de PGs con diferentes niveles de glicosilacion (Caprari et al, 1993a). La
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glicosilacion se mostré esencial para la actividad de una endoPG descrita en A. niger (Stratilova
et al.,1998).

1.3 Aplicaciones y funciones de PGs

1.3.1 Funciones biolégicas

Cuando los patdgenos se encuentran la pared celular vegetal, las poligalacturonasas son
de las primeras enzimas secretadas (Collmer, 1986) hidrolizando los enlaces entre residuos de
acido D-galaturonico de la homogalacturona, lo que provoca la separacion celular y la
maceracion de los tejidos del hospedador (Di Pietro et al., 2010). La degradacion de la pared
celular por PGs facilita su hidrélisis completa llevada a cabo por otras CWDEs, al dejar mas
accesible la red de celulosa y hemicelulosa (Karr & Albersheim, 1970). Por ello, las PGs estan
involucradas en la penetraciéon de la raiz, la colonizacion del tejido vascular y la perforacién de
los vasos del xilema (Beckman, 1987) hasta el punto que en algunos casos se ha asociado el
grado de virulencia con el nivel de estas enzimas producidas por los patégenos (Jia et al, 2009).
También se ha descrito que las PGs fungicas inducen la acumulacién de fitoalexinas, la sintesis
de ligninas y la produccién de glucanasas y quitinasas, mecanismos que evitan la colonizacion

por parte del patégeno (De Lorenzo, 1997).

Muchas reacciones de la planta provocadas por PGs fungicas se deben a la generacién
de oligogalacturénicos (OGs) que resultan esenciales en el didlogo molecular que se establece
durante la patogénesis. Ademas de ser nutrientes para el hongo, permitiendo su crecimiento y
expansion, se ha comprobado que juegan un papel fundamental como inductores de otras
enzimas pécticas del hongo y del sistema de defensa de la planta. El mecanismo mediante el
cual los OGs activan la respuesta de la planta son desconocidos, pero su ruta de sefalizacién
incluye la despolarizacién de la membrana, la elevacién de la concentracién de calcio, la
activaciéon de proteinas de union a GTP, la estimulacion de fosfolipasas, la inducciéon de
proteinas receptoras de quinasas y la induccién de la fosforilacion de proteinas. Los OGs
también inducen la formacién de especies reactivas de oxigeno, asociada a la muerte celular
necesaria para la respuesta hipersensible. El resultado final es la activacion transcripcional de
genes relacionados con la defensa (D'Ovidio et al, 2004). La aplicacién de una preparacion de
pectinasas o de oligogalacturénicos, pueden disparar efectos fisioldgicos profundos en plantas
(Di Pietro et al., 2009).
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La propia planta también sintetiza PGs involucradas en la hidrélisis de pectina que
acompafa a su desarrollo, principalmente cuando se requiere separacién celular. Por ejemplo, la
actividad PG se ha asociado con la abscision de érganos, encapsulacion y dehiscencia de las
anteras, maduracion del grano de polen y del fruto, crecimiento del tubo polinico y la expansién
celular (Kalaitzis et al., 1997; Hadfield y Bennett, 1998; Payasi y Sanwal, 2003). Por ejemplo, en
tomate se han caracterizado seis genes PGs, agrupados en dos clusters y localizados en
cromosomas diferentes (Hong y Tucker, 1998). La producciéon de PGs fungicos podria llegar a

alterar estas funciones en la planta.

Se ha sugerido que las PGs de F. oxysporum juegan un papel importante en el
desarrollo de la infecciéon al menos en dos fases: penetracion de la corteza de la raiz, con el fin
de alcanzar el sistema vascular; y colonizacién y difusiéon del hongo hacia la parte superior a
través de los vasos del xilema (Beckman 1987) siendo de las primeras enzimas producidas

cuando entra en contacto con el hospedador (Jones et al., 1972).

1.3.2 Proteinas de plantas inhibidoras de PGs (PGIPSs)

Hace varias décadas, Albersheim y colaboradores describieron que la pared celular de la
planta contiene proteinas que reducen la actividad de endoPGs del hongo, denominadas
proteinas inhibidoras de PGs (PGIPs) (Albersheim y Anderson, 1971). Estas pertenecen a la
familia de proteinas ricas en repeticiones de leucina (LRR), se localizan en la pared celular se
inducen durante la infeccion, y presentan gran variabilidad en su reconocimiento e inhibicién de
las endoPGs. La interaccion entre PGIP y endoPG es dependiente de pH y posee gran afinidad
resultando en una reduccién casi total de la capacidad catalitica, lo que favorece la acumulacion
de OGs que actuan como elicitores y disparan el mecanismo de defensa de la planta (De
Lorenzo & Ferrari, 2002; Di Pietro et al, 2009).

La interaccion es tan especifica que las PGs de planta no se ven afectadas. Estudios en
la FmPG de F. moliniforme determinaron la presencia de tres residuos esenciales para la
formacién del complejo entre PG-PGIP, una Lisina y una Arginina involucradas en la union al
sustrato y una Histidina localizada en la cara opuesta al sitio activo y que en PGs de plantas
siempre esta sustituida por Prolina. También se ha observado que la presencia de un Triptéfano
insertado tras una Serina del sitio catalitico en PGs de plantas resulta basico en su interaccion
con las PGIPs (Federici et al, 2001).
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1.3.3 PGs en hongos patdgenos

En hongos patdgenos han sido clonados y caracterizados distintos genes que codifican
PGs. Se ha identificado la presencia de PGs en A. niger (Bussink et al., 1991; 1992), en A.
flavus, existen tres endoPGs, dos reprimibles por glucosa y otra constitutiva (Cleveland y Cotty,
1991). En Phoma lingam se ha detectado estirpes virulentas que producen mayor cantidad de
PGs que las no virulentas, indicando su relacion con la patogénesis (Hassan et al., 1991). En F.
moniliforme, se han descrito cuatro endoPGs inducidas por pectina, que proceden de
modificaciones post-transduccionales de un mismo gen (Caprari et al., 1993a; 1993b). El
mutante del gen enpg-1, responsable de la principal endoPG extracelular de las tres descritas en
el patégeno Cryphonectria parasitica, no afectdé a su capacidad infectiva (Gao et al, 1996). En
Sclerotinia sclerotiorum, pg1 se expresa durante la infeccion de girasoles y se reprime por
glucosa (Reymond-Cotton et al, 1996). Cuando el hongo Colletotrichum lindemuthianum entra en
su estado parasitico se detecta la induccion rapida de endoPGs, indicando su papel en la
penetracion (Centis et al, 1997; Dumas et al, 1999). En B. cinérea, las seis endoPGs descritos
muestran patrones de regulacion diferente, sugiriendo que aquellas con expresion constitutiva
liberan productos de degradacion de la pectina y provocan la induccion de otras endo- o exoPGs
(Wubben et al., 1999).

Existen escasos ejemplos de deleciones dirigidas en genes PG que afecten a la
virulencia fungica. El primer caso fue en el patégeno de maiz Cochliobolus carbonum donde se
desbribié una endo- y una exoPG. Ni los mutantes sencillos, ni el doble mutante se vieron
afectados en virulencia, pese a que mostraron una drastica reduccion en su actividad PG (Scott-
Craig et al., 1990; Scott-Craig et al., 1998). En el patégeno de algoddén A. flavus (Shieh et al,
1997) la delecién de una endoPG (P2c), resulté en una reduccién significativa en la agresividad.
La delecién de Bcpg1 en B. cinerea, que se expresa en acido poligalacturonico, sacarosa y
durante la infecciéon de hojas de tomate, resultd en una disminucion significativa del crecimiento
del hongo en regiones lejanas al punto de inicio de la lesione (ten Have et al, 1998). En este
mismo hongo, la inactivacion de Bcpg2 mostrd una reduccion de las lesiones del 50-85% (Kars
et al, 2005). En el patdogeno de centeno Claviceps purpurea El doble mutante en dos endoPGs
resultd en una reduccién dramatica en virulencia (Oeser et al, 2002)(Tenberge et al., 1996). En
A. citri, el mutante en una endoPG mostré estar afectado severamente en su habilidad para
macerar el tejido de patata y para causar sintomas en citricos. Por contra, la delecion del gen

ortélogo en A. alternata no afectd a su virulencia (Isshiki et al, 2001).

127



F. oxysporum f. sp. lycopersici secreta varias endo- y exoPGs, inducidas en pectina y
reprimidas por glucosa (Di Pietro & Roncero, 1996; Garcia-Maceira et al, 2001; Garcia-Maceira et
al, 2000). De ellas, Pg1 es la mas expresada, mostrando su maxima capacidad como endoPG,
pero también capaz de actuar como exoPGs. La hidrélisis de PGA llevada a cabo por esta
enzima resulté en la obtencién de acido galacturénico como primer producto de degradacion,
aunque también aparecieron otros intermediarios. Los productos finales obtenidos fueron acido
mono- y digalacturonico (Di Pietro y Roncero, 1996). Un aislado carente del gen pg7, debido a la
insercién de un trasposon, no mostro tener afectada su capacidad para infectar plantas de melén
(Di Pietro et al., 1998). Por otro lado, la sobreexpresion del alelo Pg1 silvestre en el mismo
aislado mostré un incremento de la actividad PG pero ningun efecto en la virulencia, sugiriendo
que Pg1 podria no ser un determinante para la virulencia (Di Pietro y Roncero, 1998).
Igualmente, las deleciénes individuales de otra endo PG, pg5, o de una exoPG, pgx4, ambas
expresadas durante la infeccion, no afectaron a la habilidad de los mutantes para infectar plantas
de tomate (Garcia-Maceira et al., 2000; 2001). La exoPG, Pgc2, ortéloga a pgx4, de F.
oxysporum f.sp. cubense mostré como unico producto de degradacion acido galacturénico y la
enzima purificada resulté ser capaz de macerar bananas (Dong & Wang, 2011). Una exoPG
(pgx2) y una endoPGs (pg7) descritas en F. oxysporum f.sp. radicis lycopersici, mostraron
expresion, a diferentes tiempos, en acido galacturdnico y represion en presencia de glucosa (de
las Heras et al, 2003; Patino et al, 1997).

2. Resultados

2.1. Identificacidn y caracterizacion  in silico de PGs

2.1.1 Analisis in silico de genes responsables de poligalacturonasas estructurales

en F. oxysporum f. sp. lycopersici

Con la finalidad de identificar las PGs estructurales en F. oxysporum f. sp. lycopersici se
realizd una busqueda in silico mediante BLASTp, usando la base de datos de Fusarium

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/), partiendo de las endoPGs

(pg1y pgbd) y la exoPG (pgx4), descritas previamente (Di Pietro y Roncero, 1996; Garcia-Maceira
et al., 2000; 2001). Lo primero que se observo fue las secuencias responsables de los genes
FOXG_12535, FOXG_12585, FOXG_17088 y FOXG_14004, resultaron ser completamente
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idénticas y en denominaron pg9. Ademas de este gen, tres genes mas responsables de
endoPGs, denominados FOXG_10052, FOXG_14660 Y FOXG_17000 (pg8, pg11 y pg12,
respectivamente), y tres nuevos genes exoPGs denominados FOXG_15415, FOXG_09893,
FOXG_13191 (pgx6, pgx7 y pgx10, respectivamente) fueron identificadas, considerando un valor

esperado menor o igual a e '*°.

Mediante la comparacién con secuencias de aminoacidos de PGs de otras especies
fungicas relacionadas se realizaron modificaciones manuales a las secuencias alojadas en la
base de datos de tres genes PGs: FOXG_09893, FOXG_14004 y FOXG_13191 (Tabla 16).

Tabla 16. Modificaciones tras la anotacion manual realizada en genes PGs con respecto a la secuencia
anotada en la base de datos del genoma de F. oxysporum.

Numerolde Gen Pr_ot_elna Protg!na Modificacion realizada
acceso original (aa) modificada (aa)
La fase abierta de lectura se extiende 225 nucledétidos
FOXG_09893 pgx7 332 406 aguas arriba del ATG
FOXG_14004 pg9 304 379 La fase abierta de lectura se extiende 168 nucledtidos

aguas arriba del ATG

Reduccion del final del extremo 5 del primer intron en 18
nucleodtidos; Una region de 39 nucledtidos del segundo
intrén pasa a ser region codificante generandose un nuevo

FOXG_13191 pgx10 439 477 intrén; Reduccion de 21 nucledtidos del 5’ del tercer intrén;
Una region de 75 nucledtidos del cuarto intrén pasa a ser
region codificante y se genera un nuevo intron, 36
nucledtidos mayor

'Numero de acceso segun la anotacion de la web (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/)

En la tabla 17 se resumen las caracteristicas de interés de las PGs de F. oxysporum,
incluyendo su peso molecular (PM) y punto isolectrico (pl) tedricos segun los datos deducidos de

la web (http://scansite.mit.edu/calc_mw_pi.html).
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Tabla 17. Caracteristicas de los genes responsables de enzimas PGs

Descripcion del gen Descripcion de la proteina deducida
le\lléjcn;ggolde Gen Cromosoma ;gzgclgjr? Ic_)oglgitud N° aa Tamafio? pl? E.(Sr"? ;ilcio
intrones

FOXG_08862 pgx4 2a 1622 1368 455 50,03 5,8 1-21
FOXG_09893* pgx7 11 1221 1221 406 43,63 5,86 1-21
FOXG_10052 pg8 11 1185 1137 378 39,34 9,2 1-18
FOXG_12535" 3
FOXG_12585" 3

” P99 1198 1140 379 39,97 8,02
FOXG_17088 6
FOXG_14004"* 6
FOXG_13051 pPgs 9 1131 1083 360 37,18 8,63 1-17
FOXG_13191* pgx10 12 1728 1434 477 53,15 5,54 1-20
FOXG_14660 pg11 12 1455 1455 484 53,86 5,29 1-23
FOXG_14695 pg1 12 1318 1116 371 38,45 6,36 1-16
FOXG_15415 pgx6 5 1589 1395 464 51,67 8,55 1-18
FOXG_17000 pg12 No localizado 1434 1434 477 52,72 5,15

'Numero de acceso segun la web (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/); 2Peso molecular
en KiloDaltons (kDa) y punto isoeléctrico (pl) tedricos obtenidos de la web (http://scansite.mit.edu/calc_mw_pi.html); *Sitio
de corte del pé’Ptido sefial obtenido mediante SignalP v4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP); *Genes modificados
manualmente; "Genes idénticos entre si.

Para un andlisis mas detallado se alinearon las secuencias de aminoacidos deducidas
de las 10 PGs identificadas, el cual reveld un grado de identidad comprendido entre 10 y 60 %.
Todas contienen los dominios conservados propuestos para poligalacturonasas, Asn-X-Asp
(NXD), Asp-Asp (DD), Gly-His-Gli-X-Ser-lle-Gly-Ser (GHGXSIGS) y Arg-lle-Lys (RIK) y Tyr (Y)
(Caprari et al., 1993a; Kitamoto et al., 1993; Reymond et al., 1994; Stratilova et al., 1998), salvo
pequefas excepciones en los genes pgx7, pg11 y pg12 (Figura 36). Las cuatro exoPGs no
presentan la glicina del motivo GHGXSIGS, que esta sustituida por una serina o una treonina,
ademas presentan dos cisteinas proximas a la tirosina del sitio catalitico, descritas en otras
exoPGs (Markovic y Janecek, 2001).
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Pg1
Pg5
Pg9
Pg8
Pg11
Pg12
Pgx4
Pgx6
Pgx10
Pgx7

Pg1
Pg5
Pg9
Pg8
Pg11
Pg12
Pgx4
Pgx6
Pgx10
Pgx7

Pg1
Pg5
Pg9
Pg8
Pg11
Pg12
Pgx4
Pgx6
Pgx10
Pgx7

Pg1
Pg5
Pg9
Pg8
Pg11
Pg12
Pgx4
Pgx6
Pgx10
Pgx7

Pg1
Pg5
Pg9
Pg8
Pg11
Pg12
Pgx4
Pgx6
Pgx10
Pgx7

71
74
94

139
118
113
109
108

118
121
141
135
202
187
173
170
171
145

187
178
198
192
266
255
233
231
232
206

245
236
254
250
335
324
294
292
293
265

297
288
306
302
392
381
358
346
348
320

GKTTFATTADNDFD- - - ---=------ PIVISGNGITITGA- - - - - SGHV IDGNGPAYWDGEGSNN- - - - -

GKTTFG-YAEWEGP------------ LISFTGNNLLIEGA- - - -- AGHS IDCEGKRWWDGKGSNGG- - - -
GVMTFG-YAEWLGP- - ---------- LITISGNGLTIEGD- - - - - AGHCINGQGRRYWDGKGGNGG- - - -
GTTTWG-YKEWKGP- - ---------- LMK ISGNKITVEG- - - - - - SGAVLNAGGERWWDGNGGNSG- - - -
VNDD I FDVLHIFTNPPDTNVPSEKDKDV IYYGAGYHK - - - - - - - LNSTLEVGSGKTLYVAGGAVVSAPD I

INHDKWQALHILTNGIDHDAPPNDSQE IWYFGPGINNGSAYGLVTDGNLFVPSNTMVYLAGGAFVTF-KL

GEVN[FKSDPYYWADHSFKYDFQNMSSFWK | GGKD IH I Y/GDLT- -KGESLLDGHGQAYWEEMAY - - - - - - -
GE IKFTNDTEYWQKNAYKHPFQNS | MFWKWGGKN IKLYG- - - - - KG- -VLNGNGQRWWNEFAG- -KEILD
GE IRFTDDVEYWQENAWYHPFQKS | MFWKWGGKD IR IYG- - - - - NG- -V IEGQGQRWWNEFESGTGS I LN
GRLKLSDDYTFWNNSRTQIDVR- -~ ----- GIKGLKFHSPAG--TG- - EIDGNGQAAWDRFGS - - - - - - -
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Figura 36 . Alineamiento de PGs estructurales, identificadas en F. oxysporum f. sp. lycopersici, mediante el
método ClustalW con el programa Bioedit v7.0.0. Los dominios conservados aparecen encuadrados y los
residuos esenciales para la funcionalidad aparecen sombreados en negro. Los residuos de cisteina de
exoPGs se indican en letra negrita. Solo se muestra la regién central de las proteinas deducidas.
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2.1.2 Relaciones filogenéticas entre PGs de F. oxysporum con ortélogos de

especies fangicas

En una primera aproximacion se determind la identidad entre las PGs de F. oxysporum y
las  ortélogas de F. graminearum 'y  F. verticillioides  segun la web
(http://www .broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/). Se observd, que para cinco
de las diez PGs identificadas en F. oxysporum, no existian ortélogos en F. graminearum, cuatro
no lo tenian en F. verticillioides, y tres de ellas en ninguno de estas especies. Entre todas las

ortélogas se observo una identidad superior al 75 % (Tabla 18).

Tabla 18. Identidad entre las secuencias de amino acidos deducidos de PGs de F. oxysporum con los
ortélogas en F. graminearum y F. verticillioides segun las bases de datos, incluyendo la mas préxima en
cada caso

F. oxysporum F. graminearum F. verticillioides
Numero de acceso Proteina  Numero de acceso Identidad (%) Numero de acceso Identidad (%)
FOXG_08862 Pgx4 FGSG_10708 75 FVEG_05801 87
FOXG_09893 Pgx7 - -
FOXG_10052 Pg8 FGSG_03194 80 FVEG_08451 88

FOXG_12535#

FOXG_12585#

Pg9 - -
FOXG_17088#
FOXG_14004#
FOXG_13051 Pg5 FGSG_11011 84 FVEG_11787 9
FOXG_13191 Pgx10 FGSG_03384 81 -
FOXG_14660 Pg11 - FVEG_13484 81
FOXG_14695 Pg1 - FVEG_13516 82
FOXG_15415 Pgx6 FGSG_07551 85 FVEG_12744 93
FOXG_17000 Pg12 - -

*Genes idénticos
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Las secuencias de amino acidos deducidos de F. oxysporum f. sp. lycopersici y otras de
especies fungicas  relacionadas, obtenidas mediante BLASTp de la web

(http://www.ncbi.nim.nih.gov) que mostraron valor esperado igual o menor de e se alinearon

para construir un arbol filogenético (Figura 37). Las proteinas aparecen agrupadas en dos

clados, uno que contiene a las exoPGs y otro a las endoPGs.

2.1.3 Analisis de regiones promotoras

Se estudidé la regién promotora de los genes PGs de F. oxysporum para identificar
secuencias de posible regulacion para factores de transcripcion (Tabla 19). Estudios previos del
promotor de pg7, mediante delecidénes secuenciales de fragmentos, realizados en nuestro grupo
habian determinado que la regién “T T G G G C A A” localizada en la posicién — 430 aguas arriba
del coddn de inicio, resultaba esencial para la inducciéon por acido poligalacturénico (Sancho-
Zapatero y colaboradores, 2000, sin publicar). Los promotores de otras PGs flungicas
(Cochliobulus carbonum, Asperqillus parasiticus, Kluyveromyces marxinuse y Sclerotinia
sclerotiorum), y de pgx4, mostraban secuencias similares, determinandose como consenso “T T
G/T N G C/A A A", denominada “caja de induccién por pectina”. En el presente estudio se ha
identificado dicha regién en los promotores pgx6 y pg712 y dos copias del elemento en pg7. Por
otro lado, la mayoria de los promotores contienen motivos CREA (G/C Y G G G G) relacionados
con el metabolismo de fuentes de carbono (Kulmburg et al., 1993). Seis de ellos contienen
motivos relacionados con el control del desarrollo, como son Ste12p (T G A A A C A) (Madhani y
Fink, 1998b) y AbaA (C A T T C Y) (Andrianopoulos y Timberlake, 1994), que es idéntico a la
secuencia de unién de factores de trascripcion de la familia TEA/ATTS en S. cerevisiae (Madhani
y Fink, 1998b).
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Figura 37 . Analisis filogenético de genes responsables de PGs realizado mediante el programa PHYML
v3.0 usando el método de maxima parsimonia optimizado por el programa MODELGENERATOR v0.85. El
resultado del analisis se muestra como un arbol filogenético representado con el programa MEGA v4.
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Tabla 19. Motivos de posible regulacién por factores de transcripcién (conocidos o presuntos) encontradas

en la region promotra de los genes PGs de F. oxysporum

Motivos de regulacion (localizacion con respecto al coddn de inicio)
Gen Caja pectina CREA AbaA Stel2p
pg1 -731;-431 - 876 No identificado No identificado
pgx4 - 454 - 527; - 200 - 353 No identificado
pg5 No identificado - 623 - 825; -74; - 27; - 11 - 423
pgx6 - 894 -209; - 134 No identificado No identificado
pgx7 No identificado - 668; - 295 -902 - 589
pg8 No identificado - 403 - 168 -454
pg9 No identificado - 894 No identificado - 527
pgx10 No identificado No identificado No identificado No identificado
pg11 No identificado No identificado No identificado No identificado
pg12 - 770; - 460 No identificado - 678; - 333 No identificado

2.2. Patron de expresiéon de los genes PGs

2.2.1 Perfil de induccion in vitro

La expresion de los genes PGs se analizd6 mediante gRT-PCR con cebadores
especificos (Tabla 4) sobre ADNc obtenido del ARN extraido a diferentes tiempos de cultivos en
SM con 0.5% (m/v) de glicerol, glucosa, pectina o pectina mas glucosa, a 28 °C (Tabla 20). El
gen de la actina se us6 como control endégeno. Se identificaron transcritos de todos los genes
ensayados, pero tan solo pg1, pgx4, pgb y pgx6 mostraron valores superiores al 0.1 % en
relacién a la actina. La expresién en glicerol y en glucosa, aunque detectable, fue siempre menor
al 2% indicando su expresion basal. La expresion aumentaba en pectina (10-60 %),
especialmente en el gen pg?, que mostrd una expresion hasta 750 veces superior a la actina, y
se reprimia siempre en glucosa. Las PGs presentaron expresion maxima a las 48 horas y
después disminuyo, excepto pgx4 que presentd la maxima expresion a las 10 horas de

crecimiento del hongo.
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Tabla 20. Expresién de genes PGs en distintas fuentes de carbono: 0.5 % de glicerol (Gly), glucosa (Glu),

pectina (Pec) o pectina mas glucosa (Pec + Glu) en relacion a actina (%).

10h 48h 2h
een Gly Glu Pec gﬁf * Gly Glu Pec gif * Gly Glu Pec gﬁf *
pg? |08 0,2 57,2 0,5 0,7 1,4 744 >0,1 0,6 0,4 156 >0,1
pgx4 | 0,1 >0,1 57,2 0,2 0,1 0,6 15,4 0,3 0,1 0,1 105 0,5
pg5 |13 0,5 25 >0,1 0,3 0,6 54,1 >0,1 0,3 0,2 71 0,1
pgx6 |>01 >0,1 0,8 1,6 >0,1 0,1 12,7 0,5 >0,1 >0,1 10,7 0,2

2.2.2 in vivo durante infeccién de tomate

La expresion in planta se determind mediante qRT-PCR con cebadores especificos
(Tabla 4) sobre ADNc obtenido a partir del ARN extraido de raices y tallos de plantas de tomate
a diferentes tiempos post-infeccion con la estirpe silvestre. No se observé expresion en plantas
no inoculadas (control). El gen de la actina fue el control endégeno, observandose expresion en
raices y tallos. Se analizé la expresion de los diez genes PGs. Entre ellos pg1, pgx4, pg5 y pgx6,
mostraron mayor nivel de transcripcion que el resto (10-60 % con respecto a actina) siendo
maxima a diferentes tiempos pero siempre en raiz, excepto pg4x que alcanzé la maxima
expresion en raiz a los 4 dias y posteriormente mostré una expresioén constante y un pico de
expresion en tallos a los 4 dias post-infeccidon (Figura 38). Destaca por encima del resto la
expresion de pg1, tanto en raices como en tallo. El resto de las PGs mostraron niveles de

expresion inferiores al 0,5 % con respecto a actina (datos no mostrados).

2.3. Obtencion de estirpes mutantes

Teniendo en cuenta la expresion de genes detectados in vitro e in planta, se consideré
que pg? y pgx6 eran buenos candidatos para ser inactivados mediante interrupcion dirigida,
considerando que pgx4 y pg5 ya habian sido delecionados en nuestro grupo (Garcia-Maceira et
al., 2000; 2001).
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Figura 38 . Expresiéon de genes PGs mediante analisis por gRT-PCR durante la infeccion de F. oxysporum
en plantas de tomate. Las muestras de ARN fueron extraidas de raices (barras oscuras) o tallos (barras
claras) obtenidas entre 1 y 10 dias tras la infeccion. Las barras representan el error estandar calculado a
partir de tres réplicas biologicas y tres réplicas técnicas de cada una de ellas.

Para obtener estirpes mutantes se usé la técnica Split Marker (Catlett et al., 2003) (Ver
materiales y métodos 5.2.3.) que permite sustituir el alelo silvestre por un marcador
seleccionable. Para ello, se disefiaron cebadores especificos que amplifican mediante PCR del
ADNg fragmentos de aproximadamente 1 kb flanqueantes a la ORF del gen diana, tanto del
extremo -5’ como del -3’. Ambos fragmentos, por separado, se fusionaron al 75 % del casete de
resistencia a higromicina B (Hng), en el caso de pg17, o el casete de resistencia a fleomicina
(PhIF), en el caso de pgx6, mediante PCR de fusion (Carroll et al., 1994). En cada caso, las dos
construcciones solapantes obtenidas se utilizaron para transformar protoplastos de la estirpe

silvestre, con el objetivo de reemplazar el gen diana por el correspondiente casete de resistencia.
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Los transformantes obtenidos se analizaron mediante PCR con cebadores externos a la
construccion, esperando observar bandas de mayor tamafio en los recombinantes homdlogos
que en el silvestre, y PCR con oligos de la ORF. Hasta la fecha, tras la realizaciéon de cuatro
transformaciones independientes y la comprobaciéon de 104 transformantes de pg? y 62 de pgx6
capaces de crecer en medio selectivo, no se han obtenido mutantes con re-emplazamiento

génico de los genes bajo andlisis.

3. Discusion

La lamela media, formada principalmente por pectina, es la principal capa de la pared
celular en plantas superiores (Di Pietro et al., 2009) (Figura 33). La pared celular aporta un
soporte estructural y constituye una linea de defensa frente a patdégenos. Por este motivo, las
enzimas capaces de degradar la pectina se consideran determinantes de patogenicidad. Las
PGs son las pectinasas mas estudiadas debido a su induccién masiva por sustratos pécticos y
su habilidad para macerar los tejidos de la planta (Collmer y Keen, 1986). En F. oxysporum se
han caracterizado previamente dos endoPGs (pg7 y pgbd) y una exoPG (pgx4) (Di Pietro y
Roncero, 1996a; Di Pietro y Roncero, 1998; Garcia-Maceira et al., 2000; 2001). Para conocer el
papel del conjunto de PGs presentes en F. oxysporum, en este estudio se ha investigado el
genoma del hongo y se ha estudiado el perfil de expresion in vitro e in planta, durante el proceso

de infeccidn, para determinar su funcién en la virulencia.

3.1. F. oxysporum presenta una familia génica de PGs

El analisis in silico del genoma de F. oxysporum, ha permitido identificar siete nuevas
PGs (cuatro endoPGs y tres exoPGs), ademas de las descritas previamente pg? (Di Pietro y
Roncero, 1996a), pgx4 y pgb (Garcia-Maceira et al., 2000; 2001). En este hongo también se
habia identificado otra (pg2), inicialmente considerada como poligalacturonasa (Di Pietro y
Roncero 1996b), que posteriormente resultdé no serlo. Al igual que F. oxysporum, numerosas
especies fungicas poseen varios genes PGs, que exhiben gran polimorfismo, difiriendo en su
propiedades enzimaticas, peso molecular, regulacion, etc. Este hecho se puede explicar por la
complejidad de la pectina y/o a las posibles modificaciones producidas en las PGs para escapar
a la accion de las PGIPs, habiéndose demostrado que un uUnico residuo puede ser clave en su

reconocimiento (Federici et al., 2001), y por tanto, diferencias puntuales podrian resultar en no
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ser afectadas. Asi, el poseer varios miembros de una familia de PGs puede suponer una ventaja
para el patégeno, ofreciendo gran flexibilidad durante la invasién en diferentes condiciones y
hospedadores (D’ovidio et al 2003).

Las PGs de F. oxysporum muestran todos los sitios conservados descritos en PGs: NXD,
DD, GHGXSIGS, RIK y una tirosina en el sitio catalitio (Caprari et al., 1993a; Kitamoto et al.,
1993; Reymond et al., 1994; Stratilova et al., 1998); ademas de secuencias de aminoacidos
variables indicativo de variaciones en su regulacion y/o en la especificidad de sustrato (Figura
36). Tres de los genes PGs identificados (pgx7, pg11y pg12) presentan diferencias en residuos
esenciales de regiones conservadas. Esto podria considerarse un mecanismo de diversidad,
pero el escaso nivel de expresion mostrado por estos genes (Tabla 20; Figura 38), tanto en

medio de inducciéon como in vivo, indicar mas bien que dichas PGs pueden ser no funcionales.

Nuestra busqueda in silico reveld mayor nimero de PGs en el genoma de F. oxysporum
que en F. graminearum y F. verticillioides (Tabla 18), hecho también descrito para otras familias
génicas del género (Ma et al., 2010), como las lipasas estudiadas en el capitulo 1 de este
trabajo. El analisis filogenético de las secuencias deducidas de amino 4cidos de las 10 PGs de F.
oxysporum con las ortélogas de otras especies fungicas mostraron dos clados diferenciados
separando las exoPGs de las endoPGs (Figura 37). Estudios anteriores ya mostraron resultados
similares (Wubben et al 1999; Markovic y Janecek 2001) determinandose que las exoPGs
fungicas forman un grupo homogéneo y claramente aislado de las endoPGs, hasta el punto de
que algunos autores proponen que las exoPGs estan filogenéticamente mas proximos a las PGs

de plantas que a las endoPGs de hongos (Kester, et al., 1996).

Debido a la relativamente escasa informacién disponible sobre exoPGs, las diferencias
estructurales entre exo- y endoPGs no estan definidas. Se destaca que en endoPGs el hueco del
sitio activo estd abierto en ambos lados en y en las exoPGs cerrado en uno de ellos (Abbott y
Boraston, 2007; Pijning et al 2009). En los alineamientos realizados, la glicina adyacente a la
histidina del sitio activo (Caprari et al., 1996), no esta presente en las exoPGs analizadas, siendo
sustituida por serina o por treonina (Figura 36), como ya se habria descrito en pgx4 (Garcia-
Maceira et al., 2000) y en las exoPGs de C. carbonum (Scott-Craig et al. 1998) y A. tubingensis
(Kester et al. 1996). Ademas, las cuatro exoPGs poseen dos residuos cisteina préximos a la
tirosina del sitio catalitico ausente en las endoPGs. La presencia de estas cisteinas en exoPGs,
descritas previamente, podrian estar implicadas en la formacion de puentes disulfuro (Markovic y
Janecek, 2001).
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3.2. La mayoria de las PGs estudiadas se inducen en pectina, se inhiben en
glucosa y se expresan durante infeccion de plantas

El perfil de expresién de los genes PGs en F. oxysporum f.sp. lycopersici mediante qRT-
PCR mostré la inducciéon de dos endoPGs (pg7 y pgb) y dos exoPGs (pgx4 y pgx6) en con
pectina y durante el proceso de infecciéon (Tabla 20 y Figura 38), indicando la participacion de
dichas PGs en patogénesis. Las diferentes PGs exhibieron un patrén de expresion diferencial,
siendo en la mayoria una expresion basal muy baja y unicamente pg1, pgx4, pgd y pgx6
inducidas significativamente (superior a 10 % respecto a la actina), tanto en pectina como
durante la infeccion. Entre estas, el gen pg? el méas expresado tanto en medio de induccién (mas
de 700 veces) como durante la infeccion (el doble), por lo que se considera como responsable
principal de la degradacién de pectina. La otra endoPG (Pg5) tiene un patrén de expresion
similar a pg7 aunque significativamente inferior, por lo que su funcién podria ser secundaria o
estar actuando sobre sustratos diferentes. Generalmente las endoPGs exhiben diferentes modos
de accién realizando ataques simples generando oligdbmeros granddeds gradualmente
convertidos en fragmentos pequefios, o realizando ataques multiples y produciendo oligémeros
pequefios desde el inicio (Parenicova et al 2000). La expresion maxima de estos genes se
detectd en pectina a las 48 horas, indicando la induccion de estos genes por productos de su
degradacion, como se ha descrito en otras pectinasas (Riou, 1991). Pasadas las 48 horas se
reduce la expresion, debido a la desaparicidon del sustrato. Durante la infeccion de plantas de
tomate, ambas endoPGs mostraron su maxima expresion tras 6 dias post-inoculacion. Por su
parte, las dos exoPGs mostraban patrones muy contrarios. En medio de induccién con pectina,
pgx6 mostré expresion a partir de las 48 horas y sin embargo pgx4 mostré maxima expresion a
las 10 horas. In planta, el patrén fue el contrario, pgx6 presentd maxima expresion a los 2 dias,
tras lo cual mantenia la expresion constante a menor nivel, y pgx4 alcanzé su maxima expresion
a los 4 dias a partir del cual permanecié constante. Ademas, pgx4 es el Unico gen que aumento
su expresion en tallos, pudiendo indicar su participacion en el avance del hongo hasta la parte
superior de la planta. Los cuatro genes se inhibian en presencia de glucosa, hecho ampliamente
descrito en otras PGs (Annis y Goodwin, 1997) que concuerda con la presencia de sitios de
reconocimiento para el factor CREA, un regulador asociado a la inhibicion en presencia de
fuentes de carbono (Kulmburg et al, 1993), en las cuatro genes mencionados. Los datos
obtenidos en este estudio concuerdan con los trabajos realizados previamente sobre pg? (Di
pietro y Roncero 1998), pgx4 y pgb (Garcia-Maceira 2000; 2001). Aunque las exoPGs se

expresan a niveles inferiores a los de pg7, posiblemente debido a su papel mas relevante
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durante los estadios tardios del procesamiento de la pectina degradando los OGs producidos
que actuarian como moléculas elicitoras e inductoras (Favaron et al., 1988). Ademas, las
exoPGs no son inhibidas por PGIPs (Cervone et al., 1990, 1989), ademas de favorecer la
presencia de OGs (D’ovidio et al 2003), motivo por el cual estas enzimas podrian evitar la
respuesta de defensa de la planta resultando claves durante el proceso de infeccion. De este
modo, el patron de expresion a diferentes tiempos de ambas exoPGs podria explicarse por la
degradacion secuencial mas tardia de los OGs producidos por las endoPGs a lo largo del

proceso de infeccion.

La regulacién diferencial de las PGs ha sido documentada en B. cinerea, donde se han
observado diferencias de expresion génica entre cultivos in vitro (Wubben, et al., 1999) y los
obtenidos in planta (Ten Have, et al.,, 2001). La determinacién de la regulacion de estos genes
seria esencial para entender el significado biolégico de la aparente redundancia génica. Varios
mecanismos de regulacidon podrian contribuir a la expresion de estos genes en plantas
infectadas (Wubben, et al.,, 2000): expresion basal, induccién por mondémeros de pectina,
represion mediante glucosa, y modulacion de la expresion mediante el pH del medio, lo cual ha
sido previamente descrito en F. oxysporum (Di Pietro y Roncero 1998; Caracuel et al 2003).
Ademas, la presencia de motivos relacionados con el control del desarrollo del hongo
(Aba/Tec1p o Ste12p) en el promotor de varias PGs podria indicar que puedan estar reguladas

en funcién del estado del hongo, ademas de por sustratos.

3.3. Obtencion de mutantes de pgly pgx6

El patréon de expresion de los genes PGs identificados en F. oxysporum muestra que
cuatro de ellos son de maximo interés para determinar su funcién durante la patogénesis.
Previamente se habian obtenido mutantes de los genes pgx4 y pg5 sin observarse diferencias en
el desarrollo de la infeccion (Garcia-Maceira 2000; 2001). Con la finalidad de determinar la
implicacién en la virulencia del hongo, este estudio abordo la delecién de los genes pg7 y pgx6.
Aunque de este ultimo gen existia un aislado natural debido a la interrupcién mediada por un

trasposon, y no a una delecién completa del mismo (Di pietro y Roncero 1998).

Tras varios intentos y casi un centenar de transformantes obtenidos para cada gen, no
se ha encontrado ningun mutante recombinacion homodloga en ninguno de estos genes. La

posibilidad de que sean letales es poco consistente al tratarse de enzimas extracelulares
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relacionadas con la infeccidon y/o la obtencion de nutrientes, y los medios usados para la
transformacion poseen abundante fuente de carbono. Por otro lado, la técnica de Split Marker
(Catlett et al., 2003) ha mostrado su éxito en multitud de disrupciones génicas realizadas en
nuestro grupo, incluyendo la obtencion de mutantes lipasas realizadas en el capitulo 1 de este
trabajo, mostrando cerca del 20 % de recombinaciones homologas en los transformantes
obtenidos. Una explicaciéon para la dificultad encontrada podria ser la inaccesibilidad por
excesiva condensacion de la regiéon del ADN que contiene a estos genes. La regién gendmica
donde se inicia la transcripcion, la cromatina se encuentra menos condensada que en zonas
inactivas que no se estan transcribiendo. Es mas probable la recombinacion homdloga en
regiones con la cromatina mas abierta que en otras con alto grado de condensacion. Por este
motivo, la obtenciéon de protoplastos en medio de induccion para PGs podria solventar el
problema, como ya ocurrié con la delecion realizada en pgx4 (Garcia-Maceira, 2000).

No obstante, ya que esta especie posee varias PGs probablemente sea necesaria la
eliminacién de varios de estos genes para determinar el papel de las PGs en patogenicidad. Por
este motivo el objetivo final no debe de ser la obtencién de mutantes simples, sino que mutantes

dobles podria determinar mejor el papel jugado por las PGs.
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CONCLUSIONES
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1. F. oxysporum f. sp. lycopersici contiene en su genoma un complejo sistema lipolitio
extracelular, incluyendo genes estructurales y reguladores, que le confieren flexibilidad para

hidrolizar compuestos lipidicos.

2. La actividad lipasa esta determinada principalmente por enzimas extracelulares de

pequefo tamafo y bajo punto isoeléctrico.

3. Los factores transcripcionales Ctf1 y Ctf2 son responsables de regular la mayoria de

las lipasas analizadas.

4. El sistema lipolitico de F. oxysporum interviene en el metabolismo de acidos grasos

observandose una relacion directa con la virulencia en plantas de tomate.

5. El gen lip1 interviene en la produccion del pigmento bikaverina acumulado en aceite

de germen de trigo.

6. F. oxysporum f. sp. lycopersici contiene en su genoma una familia de genes endo y
exo-poligalacturonasas que le podria aportar flexibilidad para hidrolizar pectina, aunque esta

capacidad parece determinada por cuatro de ellas (pg1, pgx4, pg5 y pgx6).

7. Las poligalacturonasas de F. oxysporum se inducen en presencia de pectina y se

inhiben por glucosa, sugiriendo su funcion en el metabolismo de nutrientes.

8. Las poligalacturonasas intervienen a diferentes tiempos durante el proceso de

infeccion de plantas de tomate.
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