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Abstract

Protein glycosylation is a process widely studied in eukaryotes,
localized in two different cellular compartments but functionally connected:
the endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus. Due to the complexity
and diversity of its reactions, some enzymatic pathways are still unknown in
many organisms, emerging as new research topics in filamentous fungi.

The initial glycosylation steps localized in the ER are highly conserved
in eukaryotes, by contrast GA steps show wide variations in the sequential
addition of monosaccharides that conform the elongation of the previously
synthesized glycans, being some of these enzymatic reactions substrate
specific.

Protein glycosylation in mammalian species presents a high structural
diversity in which glycans are decorated by fucose, xilose, glucose, sialic
acid and mannose in terminal positions. Fungal and yeast have less
diversity and only present galactose, glucose, uronic acids and mannose as
terminal residues.

N-acetylglucosamine  transferases participate in terminal
glycosylation, attaching GIcNAc to enlarge glycan molecules, but
considering other studies on eukaryotes, this monosaccharide can be
localized in terminal position or at bisecting points in the polysaccharide
chains. With the aim to decipher the molecular dialogue and cross talk
between Fusarium oxysporum f.sp. lycopersci and the host during infection
and to understand the molecular bases that govern fungal pathogenicity, we
have analyzed the genes encoding N-acetylglucosaminyl transferases,
presumably involved in glycosylation of glycoproteins, glycolipids,
proteoglycans or small molecule acceptors. In silico analysis revealed the
existence of seven putative N-glycosyl transferase encoding genes in the
F. oxysporum f.sp. lycopersici genome. Deletion mutants in the
N-acetylglucosaminyl transferase gene gnt2 showed a dramatic reduction in
virulence on both plant and animal hosts. The Agnt2 mutants had alterations
in cell wall properties related to terminal a- or B-linked N-acetylglucosamine.
In the present study we conclude that is indeed a terminal monosaccharide,
based on the cytometry analyses by fluorescence quantification of the lectin
GSII-FITC bound to germling cell walls, although we can not discard a
bisecting position as well. Mutant conidia and germlings also differed from
the wild type in surface structure and physicochemical surface properties.
Spore and hyphal aggregation in liquid culture differ between the mutant and
the wild type, in a pH independent manner. Transmission electron
micrographs of mutant germlings show strong cell-to-cell adherence likely
caused by increased formation of an extracellular chemical matrix. Agnt2
cell walls showed a significant reduction in N-linked oligosaccharides,
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demonstrating that Gnt2 is required for efficient N-glycosylation of cell wall
proteins. Gnt2 was localized in the Golgi-like sub-cellular compartments as
determined by fluorescence microscopy of GFP::Gnt2 fusion protein after
treatment with the antibiotic Brefeldin A. Furthermore, density gradient
ultracentrifugation allowed identification of GFP::Gnt2 fusion protein in
subcellular fractions enriched in Golgi specific enzymatic activities. Our
results support that N-glycosylation is a key component for structural cell
wall proteins and influences recognition of F. oxysporum by both plant and
animal hosts during pathogenicity.

The direct implication of Gnt2 in protein N-glycosylation has been
demonstrated by quantification of total N-linked glycans from cell wall
glycoproteins, where a 30 % reduction was found in the mutant in
comparison to the wild type strain, whereas O-linked glycan content was
similar. We conclude that the cell wall N-glycans reduction causes an
increase in hyphal aggregation observed by cytometric and electronic
transmission microscopy analyses.

The Agnt2 mutant shows decreased ability to form anastomosis
bridges between its conidia and hyphae, which results in less compact
mycelia.

The whole proteomic analyses revealed changes in the content of
intra- and extracellular proteins, likely caused by glycosylation defects and
others possibly by metabolic reorganization and cellular stress.

These results allow to conclude that phenotypes observed in the
mutant are caused by protein N-glycosylation defects, resulting in decrease
invasion and tissue colonization efficiency, as well as increased sensitivity to
toxic compounds and stress conditions, heat, cellular and oxidative stress.
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Resumen

El proceso de glicosilacion de proteinas, ampliamente estudiado en
eucariotas, tiene lugar en dos compartimentos celulares separados aunque
funcionalmente conectados: el reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de
Golgi (AG). Debido a su complejidad, ain se desconocen algunas de las
rutas enzimaticas que lo constituyen en muchos organismos, resultando un
tema muy novedoso de estudio en hongos filamentosos.

Las etapas de glicosilacion iniciales localizadas en el RE estan muy
conservadas en eucariotas, mientras que las etapas del AG son mas
variables y corresponden a la adicién secuencial de monosacéridos que
alargan el glicano sintetizado, siendo algunas especificas de sustrato. En
mamiferos la elongacion de glicanos es muy diversa, dando lugar a cadenas
oligosacaridicas decoradas con fucosa, xilosa, glucosa, &cido sidlico o
manosa terminales. En hongos y levaduras la diversidad es menor,
presentando tan solo residuos galactosa, glucosa, acidos urénicos 0 manosa
en los extremos.

El analisis in silico del genoma de F. oxysporum harevelado la
existencia de seis posibles genes de N-acetilglucosamina transferasas (Gnt)
ortélogos a GNT1 de Saccharomyces cerevisiae, proteina identificada como
enzima de glicosilacion anclada a la membrana del AG.

Para estudiar el papel de gnt2 en la fisiologia y virulencia de
F. oxysporum, en este trabajo se ha llevado a cabo la delecién de ambas
copias del gen y la posterior complementacion de los mutantes resultantes,
con el alelo silvestre.

El proceso de infeccion con el mutante deficiente Agnt2, tanto en
plantas de tomate como en la larva de la polilla de la cera Galleria mellonella,
ha resultado en una reduccién de la capacidad de invasion de los tejidos del
huésped y en un retraso significativo en el desarrollo de enfermedad. Por el
contrario, los individuos infectados con el transformante complementado han
mostrado un desarrollo de la enfermedad similar a la estirpe silvestre, con la
recuperacion total de la virulencia.

La anulacién de gnt2 produce cambios en la pared celular que
conllevan la alteracién de la sensibilidad y la afinidad a compuestos que
interaccionan con la pared celular fangica y a enzimas liticas de pared, asi
como una reduccion en la formacién de puentes de fusién entre conidias e
hifas, dando como resultado un micelio menos cohesionado.

Estos andlisis han revelado en el mutante un aumento en la
sensibilidad a dichos compuestos téxicos, y mayor resistencia a la accion de
glucanasas y quitinasas, asi como menor afinidad por el colorante Alcian
Blue.
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Los resultados de este trabajo demuestran que Gnt2 es una
N-acetilglucosamina transferasa que interviene en la N-glicosilacién de
proteinas, ya que su anulacion produjo una reduccion del 30 % en los
N-glicanos unidos a proteinas de pared, mientras que el contenido de O-
glicanos resulta similar, respecto a la estirpe silvestre. Concluimos que el
menor contenido de N-glicanos de pared en Agnt2 es causante del elevado
grado de agregacion de sus hifas, segun resultados de los analisis de
citometria de flujo y microscopia electrénica de transmision.

Los analisis protedmicos comparativos realizados en este trabajo han
mostrado alteraciones en el contenido de proteinas intra- y extracelulares en
el mutante Agnt2, algunas causadas por defectos en glicosilacién y otras
posiblemente como consecuencia de reajustes metabdlicos y de estrés
celular.

Estos resultados permiten concluir que los fenotipos observados en el
mutante se deben a defectos en N-glicosilacion de proteinas, que redundan
en una menor eficiencia en la invasién y colonizacion de tejidos, asi como en
la resistencia a compuestos toxicos ya condiciones de estrés, térmico, celular
y oxidativo.
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1. El género Fusarium

El género Fusarium comprende un amplio y heterogéneo grupo de
hongos filamentosos (Hifomicetos) que se encuentran en casi todos los
ecosistemas terrestres (Nelson et al., 1994). Pertenece al filo Ascomycota,
clase Sordariomycetos, orden Hypocreales y familia Nectriaceae.

Algunas especies son causantes de la marchitez vascular en
numerosos cultivos y plantas ornamentales; aunque también se incluyen
especies no patégenas, saproéfitas y parasitas de otros organismos, incluido
el ser humano (Ortoneda et al., 2004; Vartivarian et al., 1993). En la
actualidad, algunas las especies de Fusarium han sido descritas como
patégenos oportunistas, causando diversas patologias, en el hombre y en
otros animales.

La clasificacién de especies del género ha resultado inestable a lo
largo de la historia de la micologia, debido a la naturaleza variable en cuanto
a sus caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas. Se han contabilizado cientos
de especies de Fusarium, y tras sucesivas revisiones se ha llegado a la
clasificacion simplificada de Snyder y Hanssen (1954) que establecieron
nueve especies. Sin embargo, la situacion taxondmica actual presenta al
género constituido por unas setenta especies, segun la Ultima clasificacion
(Leslie & Summerell, 2006).

1.1. Biologia

Las especies del género Fusarium se caracterizan por presentar
macroconidios tabicados en forma de huso, microconidios terminales o en
cadena, y producir clamidosporas en la mayoria de sus especies. Algunas
pueden completar el ciclo sexual, mientras que la mayoria presentan
reproduccién asexual o anamorfa.

Las hifas se desarrollan a partir de una espora que emite un tubo
germinativo mediante crecimiento apical, con ramificaciones en las células no
terminales. La reproduccién puede ser sexuada (teleomorfa) con fusion de
nucleos, y asexuada (anamorfa) sin fusion de nucleos.

Las caracteristicas macroscépicas méas evidentes del género Fusarium
son crecimiento rapido y desarrollo de colonias con micelio aéreo de aspecto
algodonoso (Figura 1), que muestran colores pdlidos; aunque a veces
aparecen pigmentos rosados, anaranjados o purpura en funcién de las
condiciones nutritivas y abiéticas del medio.
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Figura 1. Colonias del género Fusarium en medio PDA. A, F. poae; B, F.
oxysporum; C, F. acuminatum; D, F. nelsonii; E, F. subglutinans; F, F. nigamai;
G, F. pseudonigamai; H, F. lateririum; I, F. thapisinum; J, F. decemcellulare;
K, F. verticillioides; L, F. culmorum.

Las caracteristicas microscépicas mas relevantes para la identificacion
de especies del género Fusarium son la formacion de tres tipos de esporas:
macroconidios, microconidios y clamidosporas. Los macroconidios son
pluriseptados, fusiformes y de mayor tamafio que el resto; los microconidios
son unicelulares o bicelulares con forma huso; y las clamidosporas que
presentan una pared gruesa, se originan por la modificacion de un segmento
de la hifa cuya funcién, mas que propagacion, es la supervivencia durante
largos periodos de tiempo (Figura 2).

Figura 2. Esporas de Fusarium. A) Macroconidios B) microconidios y C)
clamidosporas.

1.2. Fusarium oxysporum

Todas las especies de Fusarium de la seccién Elegans se incluyeron
en una Unica denominada F. oxysporum por Snyder y Hansen (1940). Estos
autores definieron el concepto de forma specialis (f.sp.) para referirse a cada
aislado de F. oxysporum con capacidad de infectar una especie, un género o

12
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un grupo vegetal restringido, aunque se trate de estirpes con caracteristicas
fisioldgicas y de cultivo indistinguibles. Hoy en dia, el concepto de forma
specialis sigue en uso y aunque algunas infectan a un Unico hospedador,
para otras el rango es mas amplio y actlan sobre un grupo restringido de
especies vegetales (Burnett, 1984).

Estudios moleculares recientes relacionan este fenémeno con la
existencia de cromosomas especificos presentes exclusivamente en el
genoma de determinadas estirpes, que son portadores de genes
relacionados con patogénesis que confieren especificidad para el hospedador
(Ma et al., 2010). Por ejemplo, F. oxysporum f.sp.lycopersici, cepa empleada
en este trabajo, es patdgena para la planta de tomate (Lycopersicon
esculentum) y posee cuatro cromosomas unicos (3, 6, 14 y 15), de un total de
quince. Estos cuatro cromosomas se caracterizan por presentar un alto
namero de elementos moviles y regiones variables, que confieren al hongo su
capacidad patogénica-especifica y una elevada diversidad genética.

1.3. Ciclo de vida y proceso de infeccion

F. oxysporum se encuentra en la microbiota normal del suelo, en
donde puede permanecer largos periodos de tiempo en ausencia de la planta
hospedadora, principalmente en forma de clamidospora o creciendo en restos
de materia organica o exudados de raices, pudiendo también existir en la
superficie externa de raices de plantas no hospedadoras (estado saprofitico)
(Beckman, 1987).

Las plantas sanas cuando crecen en suelos contaminados son
susceptibles de ser infectadas a través de sus raices. La proximidad de éstas
induce la germinacion de las esporas, favoreciendo su desarrollo y la
penetracién en el tejido vegetal (estado parasitico). F. oxysporum es capaz
de atravesar la epidermis de la planta sin necesidad de estructuras
especializadas, como sucede en otras especies de Fusarium. Una vez en el
interior de la planta hospedadora, el hongo crece intra- e intercelularmente
atravesando el cortex radicular hasta alcanzar los vasos del xilema, por el
cual coloniza e invade las partes aéreas de la planta (fase patogénica)
(Beckman, 1987). En estados avanzados de la enfermedad, el hongo se
extiende fuera del sistema vascular produciendo conidias y clamidosporas, y
provocando el marchitamiento e incluso la muerte de la planta hospedadora.

13
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Figura 3. Ciclo de vida de F. oxysporum (Beckman, 1987)

La repercusion econdmica de la fusariosis vascular, junto con la
capacidad de las especies de este género de infectar de forma especifica a
un amplio nidmero de especies vegetales, ha suscitado el interés en el
estudio de los mecanismos de infeccion, convirtiéndolo en modelo para
conocer mejor el proceso de patogénesis en hongos.

2. Pared celular fungica

La pared celular fingica es una cubierta externa que actia como
interfaz entre el microorganismo y el entorno extracelular. Es una estructura
plastica compleja compuesta por polisacaridos que rodean la membrana
plasmética y proteinas glicosiladas que se encuentran ancladas de distintas
formas a la membrana o a los polisacaridos de pared. La pared protege a la
célula del entorno extracelular, le da forma y actla como barrera osmética,
resultando esencial para la supervivencia del hongo. Defectos en la
estructura de la pared pueden causar lisis 0 muerte celular.

La pared celular no es una estructura inerte, participa activamente en
fenémenos de permeabilidad, interaccién y comunicacion célula-célula, y en
la recepcion de sefales del medio externo, ya que en su superficie se
localizan receptores que activan reacciones dentro de la célula, como
respuesta a antibiéticos o respuesta inmune.

14
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2.1. Composicién quimicay estructura

La pared celular fungica de Fusarium esta formada por una capa
principal interna constituida por polisacaridos, rodeada por una superficial
fibrilar de proteinas generalmente glicosiladas (Schoffelmeer et al., 2001).
Los polisacaridos principales de la pared de los hongos son los 8-glucanos y
la quitina, que forman una estructura de microfibrillas rigidas que les
diferencia de procariotas y de células vegetales (Figura 4).

De forma variable, y dependiendo del grupo taxonémico, existen otros
polisacaridos ademas de proteinas, lipidos y pigmentos, en orden decreciente
de abundancia.

Pared celular

fungica
<— B-(1,6)-glucano
o
Membrana \,.‘ e 79 B-(1,3)-glucano
plasmatica \ . '
Sintasa de Sintasa de" ’ \ Quitina
glucano quitina

Figura 4. Estructura de la pared celular fingica.

Los principales componentes de la pared celular fungica son:

B-1,3-glucano. Polimero de glucosa muy ramificado con enlaces $-1,6 y
alto grado de entrecruzamiento intimamente ligado a la quitina (Manners
etal., 1973).

Quitina. Polimero lineal constituido por cadenas antiparalelas de
B-1,4 N-acetilglucosamina formando una estructura que rodea la
membrana plasmética. Se encuentra en todos los grupos taxonémicos,
excepto en los Zigomicetos que tienen quitosano (Bartnicki-Garcia, 1968;
Bartnicki-Garcia & Reyes, 1968).

a-1,3 glucano. Polimero lineal de glucosa, abundante en la pared de
algunos Ascomicetos y Basidiomicetos, encontrandose en algunas
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especies en las capas mas externas de la pared (Bacon et al., 1968;
Hogan & Klein, 1994; Wessels et al., 1972). Su proporcion varia entre
especies, representando hasta el 15-25 % del peso seco de la pared
(Bacon et al., 1968).

Glicoproteinas. Se localizan en la parte mas externa asociadas a los 8-
glucanos mediante enlaces covalentes (Lipke & Ovalle, 1998). Contienen
una fraccion glucidica compuesta por homo- y heteropolisacaridos que
representa entre 5-15 % del peso seco en Ascomicetos. Los mas
abundantes son los heteromananos, formados por manosa, galactosa y
glucosa en proporciones variables y distintos tipos de enlace en funcion
del taxdn (Leal et al., 2010). En levaduras los glicanos de glicoproteinas
estan formados por a-manosa muy ramificada, mientras que los
Ascomicetos Hypocreales, como Fusarium, contienen un esqueleto o
core de a-manano corto y cadenas principales de galactofuranosa
ramificadas con distintos azlUcares (Ahrazem et al., 2000). En el género
Fusarium esta fraccion glucidica contiene ademas residuos de &cidos
uronicos (Ruiz-Herrera, 1967).

2.2. Proteinas de la pared

Las proteinas de la pared pueden unirse a los B-glucanos mediante
enlaces covalentes (glicosidico, éster, 0 a través de dominios especificos de
unién a glicanos), enlaces iénicos con moléculas cargadas negativamente o
mediante anclaje GPIl. Algunas se encuentran unidas a f-1,6-glucanos,
extendiéndose hacia el exterior de la pared, sin embargo, otras se anclan
internamente a los B-1,3-glucanos, formando complejos de polisacarido-
proteina-polisacérido, como las proteinas PIR de S. cerevisiae (Yin et al.,
2008). También pueden estarunidas a otras proteinas mediante enlaces
disulfuro.

La caracterizacion de proteinas asociadas a pared resulta dificil por la
contaminacion, con proteinas de membrana y citosdlicas,durante los
procesos de extraccion y purificacion (Klis et al., 2007).

En S. cerevisiae se ha descrito que las proteinas de pared estan
implicadas en diversas funciones, contribuyen al mantenimiento
desuintegridad favoreciendo el entrecruzamiento de polisacaridos vy
reduciendo asi la accién de glucanasas exogenas (de Groot et al., 2005).

Estas proteinas se clasifican de acuerdo a su papel en:

Entrecruzamiento de glicanos (adhesinas, PIR)
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- Formacién de biofilms

- Floculacién

- Remodelacién de pared (glucanasas, quitinasas, sintasas de
quitina, glicosidasas)

- Adquisicion de hierro

- Degradacion (proteasas)

- Modulacién de la reproduccion sexual

El contenido proteico de la pared es dinamico, al igual que las
proteinas secretadas y el resto de proteinas intracelulares, y cambia en
funcion de los requerimientos del organismo y del entorno, estando
relacionado con procesos de desarrollo, invasion e infeccion (Duran &
Nombela, 2004; Yin et al., 2008).

3. Glicosilaciéon

La glicosilacion es una modificacion de proteinas y lipidos
caracteristica de organismos eucariotas y de algunos procariotas, que
consiste en la adicidn de oligosacaridos para formar glicoconjugados (Alberts
et al., 1983). Al igual que otras modificaciones (fosforilacién y acetilacion),
aporta informacion biolégica y amplia la diversidad de estas moléculas.

La glicosilacion implica la adicion y la eliminaciébn secuencial de
monosacaridos a una molécula aceptora mediante la accién de
glicosiltransferasas y glicosidasas, respectivamente. Estas
modificacionesconducenal plegamiento correcto de las proteinas, alterando
sus propiedades biofisicas, y en consecuencia, afectan a la conformacion,
solubilidad, agregacion e incluso a la funcionalidad.

El ensamblaje de los monosacaridos que conforman los glicanos, a
diferencia de la sintesis proteica o de &cidos nucleicos, no se encuentra
codificado, sino que es el resultado de la accién secuencial de numerosas
glicosiltransferasas e hidrolasas que dan lugar a su micro-heterogeneidad.
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3.1. Tipos de glicoconjugados

Existen diversos glicoconjugados donde un azlcar se une

covalentemente a otra molécula.

Las glicoproteinas contienen carbohidratos unidos covalentemente
con un alto grado de ramificacion. Los proteoglicanos, presentes en la
matriz extracelular de organismos multicelulares, contienen un
esqueleto proteico unido principalmente a glicosaminoglucanos, es
decir, largas cadenas de oligosacaridos lineales formadas por
repeticiones de un disacarido (hexosa y acido glucurénico) que
presenta sulfonacion.

Los lipopolisacaridos (LPS), caracteristicos de pared en bacterias
gram-negativas, estan formados por un elemento central (core) de
O-glicano y una fraccién lipidica (lipido A), que consta de dos
N-acetilglucosamina (GIcNAc) unidas a 4&cidos grasos. Los
lipoquitooligosacéaridos (LCO) actdan como moléculas sefializadoras
durante el la infeccién y nodulacion entre Rhizobium y leguminosas
(factores NOD) y difieren de los LPS, ya que estan formados por
cadenas de GIcNAc unidas entre si por un acido graso.

Los glicolipidos estan constituidos por la unién de uno o varios
monosacaridos a moléculas hidrofébicas como los lipidos. Destacan
los esfingolipidos y glicoesfingolipidos caracteristicos de paredes
bacterianas.

Las proteinas con anclaje GPI presentan uniéon en su extremo
carboxilo a una molécula de glicosilfosfatidil inositol (GPI), la cual se
ancla a la membrana plasmatica.

3.2. Glicosilacion de proteinas

La glicosilacién de proteinas es la union covalente de carbohidratos

cadenas laterales de determinados aminoacidos, siendo una de las
principales modificaciones de las proteinas. Existen distintos tipos de
glicosilacion proteica:
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Las secuencias consenso indican posibilidad, pero no implican
necesariamente glicosilacion; de hecho, solo un 30-50 % de los sitios
posibles presentes en las glicoproteinas estan glicosilados.

Los monosacaridos que constituyen los glicanos de las glicoproteinas
varian segun la especie y el tipo celular, presentando gran diversidad de
estructuras en N- y O-glicosilacion.

La O-glicosilacion difiere mucho segun la especie, mientras que los
N-glicanos presentan estructuras comunes. Las etapas iniciales de la
N-glicosilacion localizadas en el RE se encuentran conservadas y son
comunes a todos los eucariotas. Sin embargo, esta estructura comun
contrasta con la diversidad encontrada en las glicoproteinas maduras, como
resultado de modificaciones posteriores a lo largo de la ruta de glicosilacion
(Helenius & Aebi, 2004)

En mamiferos, los N-glicanos presentan variedad estructural donde el
core de manosa puede sufrir modificaciones en el AG hasta resultar en una
estructura ramificada con N-acetilglucosamina, galactosa, mucosa y/o &cido
sidlico. En levaduras, las cadenas de N- y de O-glicanos estan formadas por
un core de manosa que puede contener residuos de manosa extras o ser
elongado hasta formar un polisacérido de manano ramificado (Munro, 2001).
Sin embargo, en la mayoria de Ascomicetos los glicanos de proteinas
presentan un alto porcentaje de glucosa y galactosa en las cadenas
principales, con ramificaciones de manosa y acidos urénicos (Leal et al.,
2010).

3.2.1. N-glicosilacién

La N-glicosilacion es un tipo de glicosilacion proteica conservada en
todos los organismos. En células eucariotas es una maodificacién
generalizada cuya funcién principal es favorecer el plegamiento de las
proteinas (Helenius, 1994). Consiste en la adicién de un oligosacérido, cuya
composicion final es GlczMangGIcNAc,, durante la sintesis proteica sobre la
secuencia Asn-X-Ser/Thr, (donde X es cualquier aminoacido excepto Pro),
estableciéndose un enlace covalente entre el (-NH) del Asn y el primer
oligosacarido que siempre es N-acetilglucosamina (Figura 5).
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Figura 5. Primer paso de la N-glicosilacion: el oligosacarido de
GlcsMangGIcNAc, es transferido al residuo Asn de la proteina. Se indican en
cuadrado azul N-acetilglucosamina, en circulo verde manosa y en circulo azul glucosa
(Aebi et al., 2010).

Las proteinas resultan N-glicosiladas tras la accion de enzimas durante
su recorrido por el RE y, en algunos casos, continlan el proceso de
maduracion en el AG, donde sufren sucesivas modificaciones hasta alcanzar
su estado final de glicosilacion.

Las proteinas que ingresan en el RE presentan una secuencia
especifica en su extremo carboxilo que les permite ser reconocidas por una
particula de reconocimiento (SRP) durante su sintesis en un ribosoma libre, y
ser trasladadas a la membrana del RE. Tras la unién del complejo formado
por ribosoma-péptido a un receptor de membrana (receptor de SRP), el
polipéptido es translocado al lumen del RE a través de un canal proteico,
conjugandose a chaperonas (BiP) que ayudaran a configurar su plegamiento
y comenzar el proceso de glicosilaciéon (Fink, 1999; Gething, 1999; Helenius
et al., 2002).

La primera etapa de glicosilacion consiste en la transferencia en bloque
del oligosacérido pre-ensamblado (GlcsMangGIcNAc,) desde una molécula de
dolicolpirofosfato hasta un residuo de asparragina (Asn). Este oligosacarido
inicial unido a P-P-dolicol (GlczsMangGIcNAc,-P-P-Dol) se ensambla
secuencialmente por accion de glicosiltransferasas (genes alg), localizadas
en las caras citoplasmatica y luminal de la membrana del RE, y se transfiere
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por accién del complejo multiproteico OST (oligosacariltransferasa) dentro del
lumen del RE (Kelleher & Gilmore, 2006) (Figura 6).

Tras la remodelacién inicial del oligosacarido por accién de
glucosidasas (glucosidasa | y glucosidasa Il) y la retencion temporal por las
chaperonas-lectinas calnexina y su homdéloga soluble calreticulina, que
facilitan su plegamiento (Helenius, 1994), todas las proteinas correctamente
plegadas y con la misma composicion oligosacaridica (MangGIcNAc,)
abandonan el RE mediante transporte vesicular hasta su destino final o bien
pasan al AG para culminar su maduracion (Figura 7).
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Figura 6. N-glicosilacion de proteinas en RE. Esquema tomado de Fernandez-
Alvarez et al., (2010).
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Figura 7. Ciclo de la calnexina-calreticulinaque actian como control de calidad de
las glicoproteinas en el RE. Imagen obtenida de Weerapana et al., (2006).

En la Ultima etapa de la glicosilacion actian las glicosiltransferasas y
glicosidasas localizadas en el lumen del AG. Este proceso comienza con la
eliminacion de tres residuos manosa en el lado cis y posteriores
modificaciones que varian segln la proteina y el organismo, dando lugar a
varios tipos de glicanos que varian en la composicion de monosacéridos y en
el grado de ramificacion (ricos en manosa, complejos o hibridos) (Figura 8 y
Figura 9).

Rico en manosa Complejo Hibrido
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Figura 8. Tipos de estructuras del core de N-glicanos. Se indica en cuadrado azul
N-acetilglucosamina, en circulo verde manosa, en circulo amarillo galactosa y en
cuadrado violeta acido siélico. Imagen obtenida de Casado et al.,(2009).
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Figura 9. N-glicosilacion en el Golgi. Imagen obtenida de Kornfeld & Kornfeld
(1985).

Una vez completado el proceso de glicosilacion, las proteinas salen por
el lado trans del AG y son distribuidas hasta su destino mediante transporte
vesicular (Lehninger et al., 1993).

En levaduras la N-glicosilacion implica la adicién de residuos manosa,
resultando en glicanos altamente manosilados y ramificados. En mamiferos,
las  glicosiltransferasas del AG afiaden monosacaridos como
N-acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa (Gal), acido sialico, fucosa, y
N-acetilgalactosamina (GalNAc) (Wildt & Gerngross, 2005)
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3.2.2. O-glicosilacion

La O-glicosilacion puede comenzar en el RE o en el lado cis del AG,
dependiendo del organismo. Consiste en la unién covalente de un
oligosacarido al grupo hidroxilo (-OH) de una serina (Ser) o treonina (Thr) sin
gue exista una secuencia consenso en la proteina diana para que tenga
lugar. Este proceso puede comienzar con la adicion de dos manosas en el
RE en levaduras y hongos, 0 mas cominmente con la adicion en Golgi de un
residuo de N-acetilgalactosamina (GalNAc). Tras sucesivas adiciones de
monosacaridos estos residuos seran alongados durante el recorrido por el
AG hasta completar su glicosilacion, presentando mayor heterogeneidad en
estructuras finales que la N-glicosilacién (Figura 10).

Core1 Core2 Core3 Cored
16 16
O} senmer SerThr-R - Fsermnen ::jj~ Ser/Thr-R
13 13
Core5 Core6 Core? Core8
[ H4Fsermner B T-sermer [ HEFsermher O F-sermen

Figura 10. Estructuras del core en O-glicanos. En cuadrado amarillo
N-acetilgalactosamina, en cuadrado azul N-acetilglucosamina y en circulo amarillo
galactosa. Imagen obtenida de Casado et al., (2009).

Las proteinas citosodlicas y nucleares son portadoras de un tipo
excepcional de glicosilacién, mediante union covalente a una Ser/Thr de
GIcNAc como primer y Unico monosacarido (Schindler et al., 1987; Turner et
al., 1990).

3.2.3. C-manosilacion

La C-manosilacién fue descubierta inicialmente en la RNasa 2 humana
(Hofsteenge et al.,, 1994), y es un tipo menos abundante de glicosilacion
presente en eucariotas (mamiferos, aves, anfibios...), que hasta ahora no se
ha identificado en insectos, levaduras 6 bacterias (Furmanek & Hofsteenge,
2000).
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La C-manosilacion de proteinas consiste en la adicion de una a-
manosa a un residuo Trp mediante un enlace C-C, que implica el
reconocimiento de la secuencia consenso WXXW, resultandomanosilado el
primer Trp (W)(Doucey et al., 1998).

3.2.4. Anclaje GPI

Numerosas proteinas presentan modificaciones co-traduccionales por
unién de un glicolipido de glicofosfatidil inositol (GPI) en su extremo carboxilo,
que sirve de anclaje a la membrana celular. La proteina se une a una
molécula de fosfoetanolamina seguida de una fraccion glucidica variable
(manosa y glucosamina) y una molécula de fosfatidil inositol con &cidos
grasos anclados a la membrana (Ferguson, 1991). La molécula de GPI
comienza su biosintesis en la cara citosélica del RE y continda en el lumen,
donde se transfiere a la proteina. Ademas de servir de anclaje a las
membranas la molécula de GPI, junto con otras cadenas glicosiladas, marca
a las proteinas para su transporte por la via endocitica (Chatterjee & Mayor,
2001).

3.2.5. Fosfoglicosilaciéon

Este tipo de modificacién postraduccional se ha identificado en algunos
parasitos (Leishmania y Trypanosoma) y mohos mucilaginosos
(Dictyostelium) considerandose un nuevo tipo de glicosilacion. Se caracteriza
por la union de un glicano a una Ser/ Thr de la proteina por un enlace
fosfodiéster (Haynes, 1998; llg et al., 1994; Souza et al., 1995). Los
proteofosfoglicanos (PPG’s) se localizan a nivel subcelular, como en
proteinas de membrana y proteinas secretadas, y su biosintesis tiene lugar
en el AG (Gaur et al., 2009).

3.3. Maquinaria de glicosilacion

En células eucariotas, la glicosilacién tiene lugar en el lumen del RE y
del AG. Ambos organulos estan constituidos por complejos sistemas
membranosos de saculos y cisternas comunicados mediante transporte
vesicular.

EL RE esta formado por un sistema de cisternas, vesiculas y tabulos
gue comunican con la membrana nuclear, en cuyo espacio interno 6 lumen
residen proteinas solubles e integrales, como las chaperonas encargadas del
plegamiento lento y ordenado de proteinas (Ellgaard et al., 1999), y enzimas
glicosiltransferasas y glicosidasas que coordinan un sistema de glicosilacion y
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de control de calidad proteica. Las glicosiltransferasas del RE presentan
dominios transmembrana multienzimaticos. Las moléculas que ingresan en el
RE se pliegan, y sufren modificaciones como N- y O-glicosilacion,
isomerizacion de prolinas, formacién de puentes disulfuro, acetilacion, etc. Si
el plegamiento de las moléculas resulta defectuoso, son conducidas a una
reglicosilacion o bien retrotranslocadas al citosol en el proteosoma (Parodi,
2000; Trombetta & Parodi, 2003). Las proteinas con plegamiento correcto
abandonan el RE en vesiculas transportadoras cubiertas por la proteina
citos6lica COPIlI en transporte anterégrado. En levaduras, las vesiculas
cubiertas por COPIl se dirigen directamente al AG, mientras que en
mamiferos se fusionan con un estructura vesiculo-tubular intermedia entre
RE y AG (ERGIC) (Aebi et al., 2010).

Algunas proteinas glicosiladas en el RE contindan su maduracion en
AG, mientras que otras comienzan directamente la glicosilacién en el AG,
cuya funcién es la sintesis de glicoproteinas y glicolipidos y su posterior
distribucion y exportacion por la via secretora hasta su destino final mediante
marcaje selectivo (Munro, 1998). El AG participa en la sintesis de
glicoproteinas y glicolipidos, ademas de servir como distribuidor de estas
moléculas marcéndolas selectivamente y exportandolas hasta su destino final
mediante la via secretora (Munro, 1998). El AG varia su posicién segun el
tipo de célula y la especie, localizandose habitualmente entre el nacleo y la
membrana apical en células secretoras, y en posicion perinuclear en células
no polarizadas. Esta formado por cisternas aplanadas y fenestradas, apiladas
formando dictiosomas con una organizacion clasificada en cis, medio y trans.
Esta polaridad estructural resulta en una polaridad funcional, ya que en el
lumen de estos compartimentos residen proteinas que procesan
secuencialmente el esqueleto oligosacaridico de proteinas y lipidos mediante
actividades especificas durante su recorrido desde el lado cis hasta el trans,
alargando y ramificando dicha estructura. Como resultado de la diversidad de
proteinas que intervienen se obtienen distintos patrones de glicosilacion en
funcién del tipo de molécula diana y de su destino.

3.3.1. Trafico vesicular entre REy AG

El RE y el AG se encuentran intimamente ligados y mantienen un
transporte vesicular en ambos sentidos (anterégrado y retrogrado). Estas
vesiculas de transporte contienen proteinas citosélicas de cubierta (COP)
formando complejos multiproteicos, que al autoensamblarse, deforman la
membrana donadora y generan vesiculas. Asi las vesiculas que viajan desde
el RE al AG estan cubiertas por proteinas COPII. En levaduras, las vesiculas
cubiertas por COPII se dirigen directamente al AG y en mamiferos, éstas se
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fusionan con un estructura vesiculo-tubular intermedia entre el RE y el AG
(ERGIC) para luego formar vesiculas cubiertas por COPI que llegan al cis AG
(Aebi et al., 2010; Nickel et al., 1998) (

Figura 11).

Algunos estudios sobre la formacion de vesiculas de transporte en el
AG han permitido identificar a lipidos de membrana (fosfolipidos) y al dominio
citoplasmico de lipoproteinas integrales como receptores de las proteinas
COPI y COPII (Nickel et al., 1998).
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Figura 11. Esquema del transporte vesicular entre RE y AG. Imagen obtenida de
Nickel et al., (1998).

Se han propuesto dos modelos alternativos que explican el transporte
de moléculas en la ruta de secrecion del AG. El de maduracién o progresion
de cisternas, propuesto por Morré (1987), segun el cual un compartimento
individual del AG se desarrolla y las moléculas se mantienen en una misma
cisterna hasta alcanzar su estado de maduracion final. Y el mas aceptado
que establece un transporte de moléculas de un compartimento a otro
mientras que cada cisterna se mantiene estable (Opat et al., 2001). Segun
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este Ultimo modelo se formarian vesiculas asociadas a proteinas de cubierta
COPI en cada cisterna, actuando como mediadoras en el trafico anterégrado
entre los compartimentos del AG. Esta hip6tesis explica satisfactoriamente la
existencia de interconexiones entre cisternas observadas mediante
microscopia electrénica de fluorescencia (Cole et al.,, 1996; Marsh et al.,
2001), asi como la distribuciéon asimétrica de proteinas y la composicion
variable de lipidos de membrana en los compartimentos del AG (Opat et al.,
2001).

Existe un equilibrio dinamico del trafico vesicular que implica transporte
en ambos sentidos, lo que permite mantener la integridad estructural del AG.
El transporte retrogrado permite el reciclaje de membranas, de proteinas de
transporte y de proteinas integrales y solubles que retornan al RE de donde
provienen. Algunas de estas proteinas presentan la secuencia K(H)DEL de
retencion en reticulo (Cole et al., 1998). El transporte vesicular seguido de
fusion especifica de membranas esta regulado por la interaccién molecular
de complejos proteicos denominados SNARE, presentes en la membrana de
las vesiculas (v-SNARE) asi como en la membrana de destino (t-SNARE).
Muchas proteinas asociadas a vesiculas, entre las que se encuentran NSF
ATPasas citosolicas, actian unidas a un factor soluble de unién a NSF
(SNAP), dado que la formacién de estas vesiculas requiere energia (Nichols
& Pelham, 1998).

3.3.2. Proteinas del aparato de Golgi

Las proteinas integrales de membrana, encargadas de modificar N- y
O-glicanos y (glicolipidos, se localizan en el lumen del AG. Son
glicosiltransferasas y glicosidasas. Junto a ellas también se localizan otras
proteinas esenciales para la glicosilacion, como los transportadores de
monosacaridos o la GDPasa, encargada de escindir un fosfato del nucledsido
difosfato producido por la transferencia de un monosacarido de un nucle6tido-
azlcar donador, permitiendo el transporte antiporte GDP-azucar/GMP y
evitando su acumulacion dentro del lumen (Berninsone et al., 1995; Munro,
1998; Vowels & Payne, 1998).

Se han descrito proteinas periféricas ancladas a la membrana por su
extremo citoplasmico, como los receptores de vesiculas de transporte y las
proteinas estabilizadoras de complejos enzimaticos que se unen a las colas
citoplasmicas de glicosiltransferasas y glicosidasas (ejemplo, Vps74p)
(Schmitz et al., 2008).

Las glicosiltransferasas (GT’s) del AG se encuentran ancladas a la
membrana, y presentan una configuracion tridimensional en forma de
horquilla mediada por puentes disulfuro entre cisteinas de los extremos de las

28



Introduccién

cadenas polipeptidicas (Figura 12). Las glicosidasas presentan también
caracteristicas similares a las glicosiltransferasas, pero no siempre tienen
dominio de unibn a membrana. Sin embargo los transportadores de
monosacaridos presentan entre seis y diez dominios trans-membrana y sus
extremos amino y carboxilo se encuentran en el lado citosdlico del AG
(Berninsone & Hirschberg, 2000).

N-terminal
Citosol Cola citosélica
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Figura 12. Estructura general de una glicosiltransferasa del AG.

La biosintesis correcta de oligosacaridos requiere la localizacion
precisa de las glicosiltransferasas, segun el orden requerido para la
formacién de oligosacaridos. La mayoria son especificas del sustrato al que
afiaden monosacaridos, aunque algunas pueden reconocer varios e incluso
actuar en la glicosilacion de proteinas y de lipidos. Estas enzimas varian
entre especies y tipos celulares (Stolz & Munro, 2002). La escasa homologia
existente entre las glicosiltransferasas induce a concluir que las sefiales de
retencion en AG corresponden mas a estructuras secundarias que a
primarias. Ciertas caracteristicas comunes, como U(nico dominio trans-
membrana de un paso (tipo Il), dominio luminal grande, dominio amino-
terminal citoplasmatico corto, capacidad de formacion de dimeros (homo- y
hetero-) y complejos multi-enzimaticos, podrian ser responsables de su
localizacion y retencién en AG (Colley, 1997; Schafer et al.,, 1995; Tu &
Banfield, 2010). Ademas, muchas presentan sitios de corte en el dominio
luminal que les permiten ser liberadas como proteinas solubles en el lumen
del AG.

Otro factor determinante para la correcta localizacion de las proteinas
ancladas en el AG es su membrana, cuya composicién lipidica diferencial
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entre cisternas y menor grosor respecto a otras membranas celulares podrian
ser determinantes en distribucién y retencion (Tu & Banfield, 2010; van Meer
et al., 2008). La composicién lipidica del AG es intermedia entre RE y la
membrana plasmatica, ademas presenta un gradiente creciente de colesterol
y esfingolipidos a lo largo de las cisternas cis a trans, incrementado asimismo
el grosor de las membranas (van Meer, 1998).

La localizacién de las GTs no es constante ya que estan sujetas a
procesos dinamicos de retencion y liberacidn, asociadas a vesiculas de
transporte contribuyendo a una distribucién no uniforme y permitiendo de ese
modo su reciclaje (Tu & Banfield, 2010).

3.4. Funciones bioldgicas de la glicosilacion

La glicosilacion de proteinas es una modificacién co-traduccional que
favorece su estabilidad y asegura que puedan alcanzar una estructura nativa
funcional que les permita realizar su funcién biol6égica. La N-glicosilacion
juega un papel esencial en el correcto plegamiento y el control de calidad
proteico, permitiendo detectar defectos y marcéndolas para ser degradadas o
alternativamente trasportadas hasta su destino final a través del transporte
vesicular. Algunas proteinas dependen del N-glicano para su conformacién
correcta sélo durante su sintesis, y otras lo requieren durante toda su
existencia (Helenius, 1994).

Generalmente las N- y O- glicoproteinas se encuentran en rutas de
secrecion y endociticas, aunque estudios recientes han demostrado también
la presencia de glicoproteinas citosoélicas y nucleares (Comer & Hart, 2000).

Aunque se desconoce con precision el papel biolégico de los
carbohidratos que componen estas fracciones glucidicas, se sabe que la
glicosilaciébn es relevante para el reconocimiento célula-célula, para los
procesos de adhesion y para la distribucion intracelular de las proteinas en su
transporte hasta su destino final (Drickamer & Taylor, 1998).

3.4.1. Proteinas de membrana

Algunas glicoproteinas se encuentran ancladas a la membrana
plasmatica, un ejemplo son las integrinas que actian como receptores de
hormonas y otras moléculas, y participan en la adhesién, reconocimiento de
sefiales y regulacién del crecimiento. Las proteinas ancladas a la membrana
mediante el glicolipido glicosilfosfatidil inositol (GPI) son proteinas
glicosiladas con caracteristicas estructurales y funcionales diversas. Se
desconoce la funcién que aporta la molécula de fosfatidil inositol, aunque se
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cree que puede facilitar movilidad a las proteinas con respecto a las ancladas
mediante un dominio trans-membrana.

3.4.2. Proteinas de la via secretora

Las glicoproteinas fungicas forman parte de la pared celular o bien son
secretadas al espacio extracelular como enzimas liticas: hidrolasas y
proteasas. Ademas de su funcion en la degradacion y nutricion, las enzimas
liticas desempefian un papel importante en el proceso de infeccion,
facilitando la hidrdlisis de tejidos del hospedador y favoreciendo su
penetracién. Por otra parte, las glicoproteinas de la pared y matriz celular son
reconocidas durante las primeras etapas de la invasion activando procesos
de adhesién y reconocimiento y modulando la respuesta inmune del huésped
(Timpel et al., 2000). Estas también intervienen en la adhesion, en el
reconocimiento celular (reproduccién, células inmunolégicas) y en la
proteccioén, como las mucinas.

3.4.3. Lectinas

Las lectinas son en su mayoria proteinas glicosiladas que se unen de
forma especifica a determinados carbohidratos (manosa, galactosa,
N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, fucosa, acido sialico). Presentan
secuencias de aminoacidos que reconocen y se unen a glacidos terminales
que forman parte de cadenas de oligosacéridos libres o de otras moléculas.
Son esenciales para el reconocimiento de estructuras glicosiladas a nivel de
célula, tejido y organismo (Khan & Khan, 2011). Intervienen en sefalizacion
celular, interaccion y reconocimiento entre huésped-patégeno, adhesion y
proteccion frente a patégenos y depredadores, por lo que generalmente son
extracelulares, aunque algunas actian a nivel subcelular como ciertas
chaperonas del RE. Presentan alta especificidad por el carbohidrato y son
multivalentes, dando lugar a procesos de aglutinacién (Sharon & Lis, 2004).

Se descubrieron inicialmente en plantas por su capacidad de unién a
glicoconjugados de superficies celulares, pero se encuentran ampliamente
distribuidas en todos los organismos, desde bacterias hasta animales. En
vertebrados existen lectinas que intervienen en procesos inmunes, en
modulacién del crecimiento celular, en endocitosis, en induccién de la
apoptosis y en adhesion de células tumorales (Konska, 2006).

La primeras lectinas fungicas identificadas fueron glicoproteinas
téxicas que actian como agentes hemoliticos 0 hemo-aglutinantes (Sharon &
Lis, 2004). Otros estudios relacionan la produccion de lectinas fungicas como
agentes activos durante los procesos de infeccién y el establecimiento de
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simbiosis en micorrizas (Giollant et al., 1993; Konska, 2006). Se ha descrito
gue pueden favorecen la adhesion entre hifas durante el desarrollo (Kaneko
et al., 1993).

3.4.4. Glicoproteinas intracelulares

Las glicoproteinas también se localizan en el citoplasma y en
compartimentos subcelulares como el AG, el RE, las mitocondrias y el ndcleo
(Ades, 1990; Eufemi et al., 1991) Debido a sus caracteristicas de union a
distintas lectinas, como la concanavalina A (Con A), la aglutinina de germen
de trigo (WGA), la aglutinina de soja (SBA), la aglutinina de ricino comudn
(RCA) o la aglutinina de Limax fablus (LFA), se han identificado y localizado
en determinadas fracciones subcelulares. Las glicoproteinas nucleares
presentan un tipo de glicosilacién Unico con unidn a GIcNAc (Jackson & Tjian,
1988) que han sido identificadas mediante union a WGA, como factores
transcripcionales, proteinas de poro y RNA polimerasas, sugiriendo su
implicacién en regulacion y activacion génica (Finlay & Forbes, 1990; Kelly et
al., 1993). Algunas glicoproteinas citoplasmicas intervienen en la regulacion
de la sintesis proteica como la proteina p67 de unién al factor de elongacion
IF2 (Hart, 1997). En vertebrados existen glicoproteinas intracelulares con
otras funciones, como las que actian como factores anticongelantes (Ewart
et al.,, 1999) o en el transporte de iones (como la transferrina y la
ceruloplasmina plasmaticas) (Gomme et al., 2005).

3.4.5. Lipopolisacaridos y glicolipidos

Los lipopolisacéridos (LPS) son abundantes en la pared de bacterias
Gram-negativas, actuando como endotoxinas facilmente reconocidas por
eucariotas superiores (plantas y animales) y que desencadenan respuestas
inmunes o de defensa en los hospedadores (Erridge et al., 2002). Los LCO
son factores NOD caracteristicos de bacterias fijjadoras de nitrdgeno como
Rhizobium (Roche et al., 1991) y en algunos hongos micorrizas (Maillet et al.,
2011). Los glicolipidos son componentes de la membrana plasmética de
procariotas y eucariotas que proporcionan estabilidad frente al estrés
ambiental, aunque también pueden localizarse en endo-membranas. Los
glicoesfingolipidos son glicolipidos de membranas presentes en células
nerviosas y en algunas células sanguineas humanas. Estas moléculas
pueden actuar como receptores que intervienen en adhesion, en el
crecimiento celular y, en general, en comunicacion celular (Malhotra, 2012).

32



Introduccién

3.5. Respuesta celular a defectos en glicosilacién

Los defectos en glicosilacion que afectan al plegamiento ocasionan la
acumulacion de proteinas mal plegadas en RE. La accién de chaperonas que
detectan las proteinas mal plegadas o agregadas, junto con la activacién de
la UPR (Unfolded Protein Reaction) que potencia la expresion de
chaperonas, contribuyen a restaurar la homeostasis REDOX en la célula
(Malhotra & Kaufman, 2007). La UPR modula la capacidad biosintética de la
célula mediante sensores de estrés (PERK, ATF6 e IRE1) con funciones
diversas (quinasa, fosfatasa, RNAsa...) que pueden reducir la sintesis
proteica y activar factores de transcripcion que inducen la trascripcion de
chaperonas, de genes que intervienen en ERAD (Endoplasmic Reticulum-
Associated Degradation), y de genes relacionados con la biosintesis de
fosfolipidos (Liu & Kaufman, 2003).
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis ha sido investigar la N-glicosilacion
terminal de proteinas en la especie patdgena de tomate Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici, centrandose en el estudio de una N-acetilglucosamina
transferasa (Gnt2) localizada en el aparato de Golgi.

Para analizar el papel de Gnt2 se han planteado los siguientes
objetivos especificos:

1. Determinar el resultado de la inactivacion dirigida de gnt2 sobre la
virulenciade Fusarium, en ambos sistemas modelo, animal y vegetal.

2. Caracterizacion fisioldgica y quimica de la pared celular del mutante
deficiente en ambos genes gnt2.

3. Localizacion subcelular de la proteina Gnt2 mediante fusion
traduccional de la fase codificante del gen con la correspondiente de
la proteina verde fluorescente (GFP), y andlisis bioquimicos y
microscépicos de las estirpes silvestre y mutantes obtenidas.

4. Analizar la funcion de la N-acetilglucosamina transferasa determinada
por gnt2 sobre el patrén de proteinas totales de la estirpe silvestre
4287 del hongo. Andlisis de proteinas intra- y extra-celulares vy
cuantificacion de los N-glicanos unidos a las glicoproteinas de pared.
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4. Materiales

4.1. Material biolégico

Materiales y Métodos

Las estirpes bacterianas y fungicas, y los cultivares de plantas utilizados
en este trabajo se describen en la tabla:

Tabla 1. Material biolégico empleado (leto. Produccién Vegetal, Universidad
Almeria; Dpto. Genética, Universidad de Cérdoba; 3 Syngenta Seeds, Almeria).

de

Especie

Estirpe/Variedad

Caracteristicas

supE44  AlacU169 (P80lacZAM15),
hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,

Escherichia coli DH5a :
relAl. Receptora en los experimentos
de transformacién genética
2287 Estirpe silvestre (f.sp. lycopersici raza
2) (Dr. J. Tello")
Agnt2 Gen gnt2delecionado (esta Tesis)
AchsV Gen chsV anulado (Madridet al., 2003)
Fusarium oxysporum Agnt2::gnt2 Mut_ante Agnt2 complementado con dos
copias de gnt2
Wt:GFP:gnt2 Transformante con fusién traduccional

Agnt2::GFP::gnt2

de gnt2::GFP

Mutante Agnt2 complementado con
fusién traduccional de gnt2::GFP

Tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.)

Daniella

Liso

Monika®

Moneymaker

Cultivar de tomate sensible a raza 2 de
F. oxysporum f.sp. lycopersici

Cultivar de tomate sensible a raza 2 de
F. oxysporum f.sp. lycopersici

Cultivar sensible a raza 2 de F.
oxysporum f.sp. lycopersici

Cultivar sensible a raza 2 de F.
oxysporum f.sp. lycopersici
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4.2. Medios de cultivo

Los medios se esterilizaron en el autoclave a 120 °C durante 20 min o
mediante filtracion (Millipore con diametro de poro de 0,22um).

4.2.1. Medios de cultivo para Escherichia coli

A. Medio Luria-Bertani

Liquido (LB): bactotriptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L),
NaCl (5 g/L).
Solido (LA): medio liquido LB suplementado con 15 g/L de bactoagar.

B. Medio LA-XGal-Ampicilina-IPTG

Medio LA suplementado con 134 uyM de isopropil-1-tio-B-D-
galactopiranésido (IPTG), 0,005 % (p/v) X-Gal (disuelto en formamida) y 0,005 %
ampicilina (p/v).

4.2.2. Medios de cultivo para Fusarium oxysporum

El pH del medio se ajusté a 8,0 con NaOH cuando contenia fleomicinay a
pH 6,5 cuando contenia Calcoflior White (CFW).

A. Medio nutritivo

Liquido (PDB): hervir 200g de patatas peladas y troceadas en 1 L de agua
durante 60 min. Filtrar, afladir 20g de glucosa, enrasar hasta 1 L y esterilizar en
el autoclave.

Solido (PDA): 3,9 % agar de patata y dextrosa (p/v) (Scharlau
Microbology).

Cuando fue necesario, se afiadié higromicina B (20 pg/mL en PDB 6
55 pg/mL en PDA) 6 fleomicina (2 pg/mL en PDB 6 5,5 pg/mL en PDA).

B. Medio sintético de ARNE (SM)

Liquido: MgSOa4 7 H,O (0,2 g/L), KH2POa4 (0,4 g/L), KCI (0,2 g/L), NH4NO,
(1 g/l), FeS0O4 (0,01 g/L), ZnSO,4 (0,01 g/L), MnSO4 (0,01 g/L) y glucosa (10 g/L).
Solido: medio liquido suplementado con 15 g/L de bacto-agar.
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C. Medio minimo de regeneracion

Liquido: MgSOa4 .7 H20 (0,5 g/L), KH2POa4 (1 g/L), KCI (0,5 g/L), NaNOs
(2 g/L), glucosa (20 g/L) y sacarosa (200 g/L).

Solido: medio liquido suplementado con 12,5 g/L agar (Oxoid) para medio
sélido 6 4 g/L para agar de cobertera.

D. Medio de casaminoacidos (CA)

Medio liquido: casaminoacidos (10 g/L); 10 mM sulfato amodnico; base
nitrogenada de levadura (0,5 g/L) (Difco).

Medio sdlido: medio liquido suplementado con 20 g/L de agar. El pH del
medio se ajusté a 7,0 con NaOH.

E. Medio con tejido vascular de tomate (TVT)

Se utilizé tejido vascular a partir de tallos de plantas de tomate
desprovistos de ramas y hojas (25 g/L) y se afiadi6 como Unica fuente de
carbono al medio minimo (SM).

F. Medio con acido glutamico

Acido L-glutamico monohidrato (10 g/L), MgSO, -7 H,O (0,2 g/L), KH,PO,
(0,4 g/L), KCI (0,2 g/L), FeSO, (0,01 g/L), ZnSO,4 (0,01 g/L), MnSO, (0,01 g/L) y
sacarosa (2 g/L).

4.2.3. Compuestos quimicos

Para estudiar el efecto de algunos compuestos que intervienen con la
pared o con la membrana celular se utilizaron los siguientes: Congo Red
(Sigma), Sodium dodecil sulfato (SDS) (Fluka) y Calcofluor White (CFW) (Sigma)
sobre el crecimiento del hongo, o realizar tinciones, se prepararon soluciones a
las concentraciones indicadas en la Tabla 2.

Tabla 2. Compuestos quimicos utilizados

Compuesto Almacenamiento
Congo Red 25 mg/mL en agua; -20 °C (oscuridad)
SDS 0,1 g/mL en agua; a temperatura ambiente (RT)
CFW 20 mg/mL en 80 % glicerol: 0,5 % KOH, pH 6,5; -20 °C (oscuridad)

43




Tesis Doctoral Loida Lépez Fernandez

4.3. Oligonucleodtidos sintéticos

Los oligonucledtidos utilizados para las reacciones de amplificaciéon y
secuenciacion se disefiaron con el programa Oligo, optimizando su estabilidad
interna y excluyendo la formacion de horquillas y dimeros no deseados, asi
como diversos parametros fisicos y quimicos (Tm, Td, % G+C, % A+T). Los
oligonucledtidos se sintetizaron en empresas comerciales (MWG-Biotech 6
Bonsai Technologies).

Tabla 3. Oligonucleétidos universales.

Nombre Secuencia (5°-3’) Posicion

Forward CGTTGTAAAACGACGGCCAGT Flanqueante al sitio de clonacién
Reverse GCGGATAACAATTTCACACAGG Flanqueante al sitio de clonacién
gpdA-15B AATAGTGGTGAAATTGATCGTGT Promotor gpdA

trpTer-8B TCGACCATCCGGTGCTCTG Terminador TrpC

Tabla 4. Oligonucleétidos especificos de F. oxysporum f.sp. lycopersici. En letras
mayusculas se indican las secuencias especificas del ADN molde, en mindsculas

cursivas se muestran las secuencias afiadidas y en negrita los sitios de restriccion.

Gen Nombre Secuencia (5'— 37)

actina (act) Act-2 GAGGGACCGCTCTCGTCGT

actina (act) Act-6q GGAGATCCAGACTGCCGCTCAG

gnt2 FOXG_12436F GTTCGACATAAGGATAATACGGA

gnt2 FOXG_12436R TATTTCGGAGCCCAGATACTTG

gnt2 gnt2-3 AGTGAAGTTGTTGATTTTTGGTGG

gnt2 gnt2-7 GTGATCCTCTCGACGCAGAC

gnt2 gnt2-8 CTATTCAGCTACCTGCGCCAT

gnt2 gnt2-18B cgcggatccCATGATAGGTGTCGCCCGATTA

gnt2 gnt2-19S acgcgtcgacCTAGTTCAGCTGCAGATTTCC

gnt2 gnt2-31N catgCatATGATAGGTGTCGCCCGATTACTC

gnt2 gnt2-33X cccCcgggGCTGCAGATTTCCTTGCGTTTCAT

gnt2 gnt2ScelF tagggataacagggtaatCCTCGTGAGTTTATCCAGCAG

gnt2 gnt2ScelR attaccctgttatccctaCCCAGAAATCCAACAAGATAGG

gnt2 gnt2attB1 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctaaCAGGTACTCGCTATTGGTCAC
gnt2 gnt2attB2 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtaGACTTCCAAATGAAACGCAAGG
chsv ChsV-20 GCACAATTTGGCTGAGCTTAT

chsv ChsV-26 GGAGGTACTTGGTCATGTCGT
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Gen Nombre Secuencia (5°-3°)
tomQB tomQB-1 CCTCATCAACCAATCCTCCAA
tomQB tomQB-2 TCATTCACAACAACTCCAGGG

4.4. VVectores de clonacion

Los vectores de clonacion utilizados se detallan a continuacion:

Tabla 6. Vectores utilizados.

Plasmido

Caracteristicas

Referencia

pGem®-T

Derivado de pGemT®-5Zf(+), con las secuencias
promotoras T7 y SP6 flanqueando el sitio de clonacién
multiple, linearizado con la enzima EcoR V y con una T en
cada extremo 3'. Permite la clonacién de fragmentos de
PCR con adenina en sus extremos.

Biotech S.L.

pSpark

Promotores T7 y SP6 flanqueando al sitio de clonacién
mdltiple, linearizado con la enzima EcoR V, gen de
resistencia a ampicilina. Permite la clonacién de
fragmentos de ADN con extremos romos.

Biotech S.L.

pANS-1

Promotor del gen gpdA de A. nidulans; gen de resistencia
a fleomicina y terminador del gen trpC de A. nidulans
clonados en pUC18 EcoR I-Sal I.

Mattern et al., 1988

p1902

Contiene el promotor gpdA de A. nidulans fusionado a
GFP, y los sitios Xma | y Nsi | para la clonacion en fase de
los genes de interés portadores de las correspondientes
secuencias compatibles.

M. Pefialva, CIB-CSIC

4.5. Programas de analisis de datos

Para el procesado y manejo de los datos obtenidos durante este trabajo,
se utilizaron los siguientes programas informaticos:
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Tabla 7. Programas para el andlisis de datos.

Programa Aplicacion
tblastn (esténdar) Busqueda de secuencias nucleotidicas similares a la
problema
blastp . (estandar Busqueda de proteinas similares a la proteina en estudio
de proteina)
BLAST (NCBI)
tblastx (traducido) Busque_c!a de secuencias de p,ro_telnas S|m|!ares a la
traduccién de la secuencia nucleotidica en estudio
Busqueda de proteinas, deducidas de traducciones de
tblastx (traducido) secuencias nucleotidicas, similares a la traduccion de la
secuencia nucleotidica problema
EditSeq Edicién de secuencias
MapDraw Andlisis de la ORF y de sitios de restriccién
Lasergene
(DNA-Star) MegAlign Alineamiento de secuencias para determinar su identidad
SegMan Gestién de contigs y ensamblaje de secuencias de ADN
Oligo (Mol. Biology Insights Inc., | Seleccién de oligonucleétidos en una secuencia problema
EE.UU.) con las caracteristicas 6ptimas

CBS prediction server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ g)

Predicciébn de dominios y sitios de madificacién post-
traduccional de proteinas

BioEdit v7.0.0

Edicion y alineamiento de secuencias

Modelgenerator v84 (Keane et al.,
2006)

Optimizacion de parametros para la construccion de
arboles filogenéticos

PhyML v2.4.4 (Guindon y Gascuel,
2003)

Alineamiento entre secuencias y elaboracion de arboles
filogenéticos

MEGA4

Construccién y edicion de arboles filogenéticos

KODAK 1D Image Analisis

Captura y analisis de imagenes obtenidas de geles

Leica IM 500 y Leica QWin

Edicion y andlisis de
microscopio 6ptico.

imagenes obtenidas con el

FUJIFILM Inteligent Dark Box LAS-
3000

Captura y andlisis de imagenes obtenidas tras revelado
mediante deteccion quimioluminiscente.

AxioVision Rel. V4.8

Captura, ajuste y analisis de imagenes obtenidas en
microscopia

Image J

Disefio y ediciéon de imagenes

GraphPad 1992-

2007(v5.00)

Software, Inc

Elaboracion de graficas de supervivencia

PD-QuestTM v7.3 (BioRad)

Analisis de imagenes de geles 2D-SDS PAGE para
identificar y cuantificar “spots”

SPSS 15.0 para Windows

Analisis estadistico
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5. Métodos

5.1. Crecimiento y mantenimiento de organismos

5.1.1. Bacterias

Escherichia coli se cultivé a 37 °C, con agitacion (250 rpm) si se trataba de
medio liquido LB, y en estufas si era medio sélido.

La conservacion de estirpes bacterianas durante largos periodos de
tiempo se llevé a cabo a -80 °C en medio LB con 30 % glicerol (v/v). Para
periodos cortos, las estirpes portadoras de algin gen de resistencia se
mantuvieron en medio LA a 4 °C con el antibi6tico de seleccién.

5.1.2. Fusarium oxysporum

Los cultivos de hongos se incubaron a 28 °C, y en caso de medio liquido
la incubacion se realizé con agitacion orbital (170 rpm).

Para la conservacion de las estirpes se recogieron esporas de un cultivo
de 3-4 dias en medio PDB. Para ello el cultivo se filir6 a través de nailon
(Monodur, diametro de poro de 10-15 pm) para separar germinulas y micelio. El
fitrado se centrifugd a 12.000g durante 10 min, se lavé con agua destilada
estéril y se almacend a -80 °C con 30 % glicerol (v/v). Esta suspension se utilizé
como inéculo para la obtencién de esporas frescas en ensayos posteriores.

5.1.3. Plantas

Las semillas del cultivar indicado se esterilizaron sumergiéndolas en 20 %
lejia (v/v) durante 30 min seguido de 3 lavados durante 10 min cada vez con
abundante agua, previamente a la siembra en vermiculita humedecida. Se
incubaron en camaras de crecimiento con tubos fluorescentes (36 W,
fotoperiodo de 14 h de luz y 10 h de oscuridad) a una temperatura de 28 °C. Los
ensayos de infeccion se realizaron con plantulas de dos semanas, cuando ya
habian aparecido las primeras hojas verdaderas.
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5.2. Aislamiento de acidos nucleicos

5.2.1. Purificacién de ADN plasmidico de E. coli a pequefia
escala con CTAB (miniprep)

El protocolo utilizado es el descrito por Murray y Thompson (1980), con
algunas modificaciones. Se inocul6é una colonia aislada de la estirpe portadora
del plasmido de interés en 5 mL de medio selectivo. Después de 12-14 h de
incubacion, se centrifugaron 3 mL del cultivo durante 3 min a 13.000 rpm. Una
vez eliminado el sobrenadante, la muestra de células se resuspendié en 200 L
de solucion STET®. A continuacion, se afiadieron 4 pL de lisozima (50 mg/mL)
para provocar la lisis celular y 2 yL de ribonucleasa A (RNasa) (10 mg/mL) para
eliminar el ARN, y se incub6 a RT durante 10 min. Seguidamente, la muestra se
calenté a 100 °C durante 45 s y se centrifug6é durante 10 min a 13.000 rpm. Los
restos celulares, que quedaron en el fondo del tubo con aspecto mucoso, se
retiraron con un palillo de dientes estéril. Se afiadieron 10 yL de CTAB® al
sobrenadante para precipitar el ADN y se incubé a RT durante 5 min. Después
de centrifugar durante 10 min a 13.000 rpm, se retir6 el sobrenadante y se
afiadieron 300 uL de una solucién 1,2M NaCl y 750 yL de 100 % etanol frio. Se
homogenizo y se centrifugé durante 10 min a 13.000 rpm. El precipitado se lavo
con 70 % etanol (v/v), se secd y se resuspendié en 20 puL de agua desionizada
estéril.

Cada muestra de ADN se cuantificO mediante espectrofotometria y se
comprob6 su calidad mediante visualizacion en gel de agarosa.

1. STET: 8 % sacarosa p/v; 0,1 % Triton X-100 v/v; 50 mM EDTA y 50 mM Tris-HCI pH 8,0.

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

5.2.2. Extraccion de ADN de F. oxysporum

La purificacion de ADN se realizé a partir de micelio procedente de un
cultivo del hongo de 3-4 dias, recogido por filtracién a través de nailon Monodur
(didametro de poro 10-15 pm). El micelio se secd con papel de filtro, y se
almacend a -80 °C hasta su utilizacion.

Se sigui6 el protocolo de extraccién rapida con CTAB descrito por Torres y
colaboradores (1993) con modificaciones. Con ayuda de un mortero se
pulverizaron en nitrégeno liquido 100 mg de micelio y se transfirieron a un vial de
2 mL con 1 mL de tampén de extraccion CTAB™. Se homogenizd
vigorosamente, se afiadieron 4 uL de B-mercaptoetanol (Merck) y 500 pL de una
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solucion cloroformo:octanol (24:1, v/v), y se incubé a 65 °C durante 30 min.
Posteriormente, se incub6 a RT durante 15 min y se centrifugdé 5 min a 10.000g.
Al sobrenadante se le afiadi6 1 mL de 100% etanol frio y se mantuvo a -20 °C
durante 10 min. Después se centrifugd 5 min a 7.500g y se lavd dos veces
consecutivas con 1 mL de 75% etanol (v/v). Finalmente, se resuspendié en
50-100 pL de agua desionizada estéril, se afiadieron 4 uL de RNasa (10 mg/mL)
y se continuo el tratamiento a 37 °C durante 30 min.

Cada muestra de ADN se cuantific6 mediante espectrofotometria y se
comprobo su calidad mediante visualizacion en gel de agarosa.

1. Tampodn de extraccion CTAB: 12,1 g/L Trizma base; 7,44 g/L EDTA; 81,8 g/l NaCl y 20 g/L
bromuro dehexadeciltrimetilamonio. Para disolver se calent6 a 60 °C y ajust6 a pH 8,0 con NaOH. Se

llevé a 100 mL y se almacend a 37 °C para evitar que precipitara.

5.2.3. Extraccion de ADN de plantas infectadas

La purificacion de ADN a partir de plantas infectadas se llevo a cabo
mediante pulverizacion de aproximadamente 100 mg de tallos o raices en
nitrégeno liquido, siguiendo el protocolo especificado en el apartado 5.2.2.

5.2.4. Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN se realiz6 a partir del micelio producido en las
condiciones adecuadas segun el experimento. Para ello se inocularon
1,25 x 10° esporas frescas en 25 mL de medio PDB y se incubaron durante 12 h
con 170 rpm de agitaciéon a 28 °C. Transcurrido este tiempo, se recogieron las
germinulas por filtracion a través de de nailon Monodur (didmetro de poro de
10-15um), se lavaron con agua estéril y se resuspendieron en 1 mL de agua
estéril. A continuacion, se alicuotaron 250 uL en matraces con 25 mL del medio
de interés para el estudio de la expresiébn génica. Transcurrido el tiempo
adecuado, se recogi6 el micelio utilizando un filtro de nailon, se secé con papel
de filtro y se almacené rapidamente a -80 °C hasta su utilizacion.

Para la extraccibn de ARN, se pulverizaron 100 mg de micelio en
nitrégeno liquido con ayuda de un mortero, y se transfirieron a un vial de 2 mL
gue contenia 1 mL de Tripure Isolation Reagent (Roche). Se homogenizé
vigorosamente y se centrifugb a 4 °C, durante 10 min y 12.000g. El
sobrenadante se transfirid a un vial nuevo y se incub6 a 0 °C durante 5 min, para
permitir la completa disociacion de los complejos nucleoprotéicos. Se afiadieron
200 pL de cloroformo y se homogenizé vigorosamente durante 15s.
Posteriormente, se incubé a 0 °C durante 15 min. Después de centrifugar a 4 °C
durante 15 min a 12.000g, la solucién se separ6 en tres fases. La fase superior,
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acuosa e incolora, se transfirié a un vial limpio, al que se le anadieron 500 L de
isopropanol. Se mezcld por inversion y se incub6é a 0 °C durante 10 min. A
continuacion, se centrifugd a 4 °C durante 10 min y 12.000g para recoger el ARN
precipitado. Se desechd6 el sobrenadante y se lavé el sedimento con 1 mL de
75 % etanol (v/v). Finalmente, se centrifugd a 7.500g, a 4 °C durante 5 min, se
seco, se resuspendid en 50 pL de agua libre de RNasas y se incubd a
55-60 °C durante 10-15 min.

Cada muestra de ARN se cuantific6 mediante espectrofotometria y se
comprob6 su calidad mediante visualizacion en gel al 1 % agarosa (p/v).

5.3. Tratamiento enzimatico de acidos nucleicos

5.3.1. Tratamiento con endonucleasas de restriccion

Las enzimas de restriccion empleadas para los tratamientos fueron
suministradas por Roche. Los tratamientos del ADN con una o dos enzimas de
restriccibn se realizaron en el tampon 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 que el volumen afiadido
superara nunca el 10 % del total. En el caso de los tratamientos de ADN
genémico (ADNg) para andlisis Southern, se trataron 5 yg de ADN con cada
enzima. Las incubaciones se llevaron a cabo a la temperatura éptima durante
2-3h.

En los tratamientos con dos enzimas que no actdan en el mismo tampon,
se afladio primero la enzima cuyo tampdn contenia menor concentracion salina,
y se dej6 actuar al menos 1 h. A continuacidn, se afiadieron las sales necesarias
para el funcionamiento 6ptimo de la segunda, asi como la propia endonucleasa,
y se prolongé la incubacién durante otros 60 min a su temperatura 6ptima de
reaccion.

Las enzimas de restriccion se inactivaron segun las instrucciones del
fabricante, generalmente por choque térmico.

5.3.2. Defosforilaciéon

La eliminacion de grupos fosfato de los extremos 5’ linearizados antes de
su unién con el inserto correspondiente disminuye drasticamente la frecuencia
de reacciones intramoleculares y por tanto, se optimiza el nimero de plasmidos
recombinantes que se obtienen después de la ligacién. Para la reaccién de de-
fosforilacion, se emple6 la fosfatasa alcalina de gamba (SAP) (Applied
Bioscience). Se afadioé 1 unidad de SAP por cada 50 ng de plasmido linearizado
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y se incub6 a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente, se inactivd la enzima a
65 °C durante 15 min.

5.3.3. Union de fragmentos de ADN

Para la unién de fragmentos de ADN a vectores linearizados se utilizo la
ADN ligasa del fago T4 (Roche), siguiendo las indicaciones del fabricante
(normalmente una relacion molecular 3:1 de inserto y vector).

Para fragmentos de ADN amplificados por PCR, se emple6 el kit
comercial pGEM®-T Vector System (Biotech), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Antes de su unidn los productos de PCR se purificaron precipitando
con etanol (5.7.3).

5.4. Electroforesis de acidos nucleicos

5.4.1. Geles de agarosa

La separacion e identificacion de moléculas de ADN y ARN se realizo
mediante electroforesis en geles de agarosa (“Agarose SPI”, Duchefa) disuelta
en tampon TAE®. La concentracion de agarosa varié en funcién del tamafio de
los fragmentos que se querian separar, oscilando entre 0,7 y 2 % (p/v). Para
visualizar los acidos nucleicos por transiluminacién con luz ultravioleta, se
afiadié bromuro de etidio (0,5 pg/mL). Cada muestra se mezcldé con tampon de
carga para geles de agarosa® en proporcion 4:1 (v/v). La electroforesis se
realiz6 en cubetas horizontales con tampén TAE, a un voltaje constante de
1-4 Vicm.

Para estimar el tamafio de los fragmentos de ADN, se incluyeron los
marcadores de tamafio “Enzimax” y “100bp ladder” (Canvax Biotech S.L.), que
contienen fragmentos desde 75 pb a 20 kb y desde 80 pb a 1.031 pb,
respectivamente.

1. Tampon TAE: 40 mM Tris-acetato y 1 mM EDTA pH 8,0.

2. Tampén de carga para geles de agarosa: 0,25 % azul de bromofenol p/v; 0,25 % azul de

xilencianol p/v y 40 % sacarosa p/v en 5x TAE.

5.4.2. Recuperacion de los fragmentos de ADN de geles
de agarosa

La purificacion de fragmentos de ADN se realiz6 empleando la resina
“glass milk” como se detalla a continuacion.
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Se recorté con ayuda de un bisturi la seccién del gel con el fragmento de
ADN de interés y se transfirid a un tubo eppendorf. Se le afadieron 2-3 vol de
solucion con Nal® y se disolvié a 55 °C con agitacion para facilitar el proceso.
Se afiadieron 10 pL de resina glass milk® por cada mL de solucién, se mezclé y
se incub6 10 min a 4 °C. Se centrifugé a 12.100g durante 1 min eliminando el
sobrenadante. El precipitado se lavé tres veces con New Wash Buffer® y se
resuspendié en agua destilada, se incubd 5 min a 55 °C vy, tras centrifugacion, se
recupero el ADN purificado del sobrenadante.

1. Solucion Nal: Nal 6M; 120 mM Na,SOs.

2. Glass milk: 100 mg/mL de diéxido de silicio (Sigma) en tamp6n TE (10 mMTris; 1 mM EDTA a
pH 7,8).

3.  New Wash Buffer: 20 mM Tris pH 7,4; 1 mM EDTA y 100 mM NacCl disuelto en 50% etanol
(VIv).

5.5. Cuantificacion de acidos nucleicos

La concentracion de muestras de ADN y de ARN se determiné en un
espectrofotometro Nanodrop® ND-1000, a 260 nm. En algunas ocasiones se
comparo la intensidad de las bandas con cantidades conocidas del marcador de
tamafio molecular.

5.6. Hibridacién y deteccién de acidos nucleicos

5.6.1. Transferencia y fijacion del ADN a membranas de
nailon para analisis Southern

Tras el tratamiento con endonucleasas de restriccién y transcurrida la
electroforesis, el gel se fotografié y se traté para la desnaturalizacién del ADN y
su posterior hibridacion. Los tratamientos se llevaron a cabo a temperatura
ambiente (RT), con agitaciéon suave y por duplicado. Primero se sometié el ADN
a despurinizacion acida (hidrélisis parcial) sumergiendo el gel en 0,25N HCI
durante 15 min. A continuacién se desnaturalizé con 0,5N NaOH:1,5 M NaCl,
durante 15 min. Finalmente se neutralizé sumergiendo el gel en 0,5M Tris pH
7,5:1,5 M NaCl. A continuaciéon el ADN se transfiri6 por capilaridad a una
membrana de nailon cargada positivamente (Roche).

La transferencia se llevd a cabo en una bandeja con una solucién
10X SSc™ sobre la gue se colocaron, por orden:

una bandeja de electroforesis invertida
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cuatro piezas de papel de filtro del tamafio del gel empapadas en la solucion
10X SSC. Estas piezas deben quedar en contacto con la solucién de la
bandeja

tres piezas de papel Whatman 3MM, humedecidas en 10X SSC

el gel de agarosa

la membrana de nailon humedecida en 3X SSC

tres piezas de papel Whatman 3MM empapadas en 3X SSC

tres piezas de papel Whatman 3MM secas

una pila de 10 cm de servilletas de papel

una placa de cristal y un peso de 0,5 kg

Todo ello se dispuso eliminando 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 prolongd durante 12 h a RT.
Finalmente, la fijacion del ADN a la membrana se realizé a 80 °C durante 90 min.

1. Tampédn 10x SSC: 1,5 M NaCl y 0,15 M citrato sédico pH 7,0.

5.6.2. Prehibridacion

Para los andlisis Southern, la membrana con el ADN fijado se incub6 a
50 °C durante 1 h con 0,3 mL/cm? de membrana de agente de bloqueo DIG
Easyhyb (Roche). Para la preparacion del agente de bloqueo se siguieron las
instrucciones del fabricante.

5.6.3. Hibridacién

La hibridacién se realiz6 a 50 °C durante 12 h con 0,3 mL/cm?® de
membrana de solucién de hibridacion™. Para desnaturalizar la sonda
previamente a su uso, la solucion de hibridacién se incub6é a 100 °C durante
10 min y se enfri6 rdpidamente en hielo durante 5 min. Tras su uso, la solucién
de hibridacion se conservo a -20 °C para su posterior reutilizacion (hasta tres

veces), desnaturalizandose previamente.

1. Solucion de hibridaciéon: 25 ng/mL de sonda marcada con digoxigenina en solucion de

prehibridacion.
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5.6.4. Lavados y deteccion

Una vez retirada la solucion de hibridacion, los filtros se lavaron dos veces
con 2X SSC: 0,1 % SDS (v/v) a RT durante 5 min y con agitacion. A
continuacion, se realizaron otros dos lavados de 15 min a 50 °C con una
solucién precalentada de 0,5X SSC: 0,1 % SDS (v/v). Posteriormente se
equilibré con tampén 1% (0,5 mL/cm? de membrana) a RT durante 2-5 min, y se
bloqued con tampén 2(2)(1 mL/cm?® de membrana), a RT durante 30 min. La
incubacion con tampén 2 (0,2 mL/cm? de membrana), conteniendo el anticuerpo
antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (750 U/mL, Roche) diluido
1:20.000, se realizé a RT durante 30 min. A continuacioén, se lavo dos veces la
membrana durante 15 min 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 15 min.

La deteccién se llevé a cabo por la accibn enzimatica de la fosfatasa
alcalina sobre el sustrato CDP-Star®® (Roche) que da wuna sefal
guimioluminiscente. Para ello, se colocé la membrana sobre una pieza de
acetato y se le afiadio la solucion CDP-Star®® (1 mL/100cm? de membrana).
Posteriormente, la membrana se cubridé con otra pieza de acetato y se retir6 el
exceso de liquido. Finalmente, se capturd la imagen emitida con la cdmara
oscura Fuijifilm LAS-3000.

1. Tampo6n 1: 0,1 M &cido maleico y 0,15 M NaCl pH 7,5.

2. Tampon 2: 1 % agente de bloqueo de Roche (p/v) en tamp6n 1.

3. Tampo6n 3: 0,1 M Tris-HCl y 0,1 M NaCl pH 9,5.

4. CDP-Star®: disodio de 4-cloro-3-(metoxispiro (1,2-dioxetano-3,2-(5-cloro) ftriciclo [3.3.1.13,7]
decan)-4-il) fenil fosfato.

5. Solucién CDP-Star®: 1 % en tampon 3 (v/v).

5.6.5. Sustitucién de la sonda

Para rehibridar la membrana empleada en el analisis Southern con una
nueva sonda, es necesario retirar previamente la sonda anterior utilizada. Para
ello, siguiendo el manual del sistema “DIG” de Roche, la membrana se lavé dos
veces con agua destilada estéril a RT durante 5 min. A continuacion, se incubd
dos veces con una solucién 0,2 M NaOH: 0,1 % SDS (p/v) a 37 °C durante
10 min, con agitacion suave. Por dUltimo, se lavé con una solucién
2X SSC dos veces durante 5 min a RT. Una vez terminados los lavados, se
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volvio a prehibridar e hibridar con la nueva sonda siguiendo los procesos
descritos en los apartados 5.6.2 y 5.6.3.

5.7. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

5.7.1. PCR estandar

Para la amplificacion estandar de fragmentos de ADN se emplearon
polimerasas termoestables (FIRE POL® TAQ de Canvax Biotech o Expand High
Fidelity PCR System de Roche) en las condiciones indicadas en la Tabla 8. La
reaccion se llevdé a cabo con 300 nM de cada cebador, 2,5 mM de MgCl,,
0,2 mM de cada dNTP y 0,05 U/uL de polimerasa. La cantidad de ADN molde
fue de 20 ng/uL para amplificar ADN genémico o 2 ng/uL para ADN plasmidico.

Tabla 8. Condiciones estandar de PCR. Tan es la temperatura de unién de los
cebadores al molde, y text es el tiempo de extension de la reaccién (en general,
1 minuto/kb de amplicon).

Etapa Temperatura Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min 1
Desnaturalizacion 94 °C 35s
Unién del cebador Tan 35s 30
Extension 72°C Text
Extension final 72°C 7 min 1

10°C indefinido

5.7.2. PCR de marcaje

En los analisis de hibridacion Southern se emplearon sondas bicatenarias
marcadas con digoxigenina dUTP. El marcaje se realiz6 por PCR empleando los
cebadores y dNTPs de DIG DNA Labeling Mix (Roche), que contiene una
mezcla de digoxigenina-dUTP y el resto de dNTPs sin marcar.

Para las sondas bicatenarias se realizd una PCR estandar (30 ciclos) en
la que se sustituyeron los dNTPs por la DIG DNA Labeling Mix.

La purificacion de la sonda se realiz6 como se describe en el apartado

5.7.3.B.
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5.7.3. Precipitacion de los productos amplificados por
PCR

A. Precipitacion con etanol

Esta técnica se utilizé para productos de PCR unicos, con el fin de
eliminar el tampdn, la polimerasa y los dNTPs sobrantes. Para ello, se afiadi6 en
este orden 1/10 del volumen a precipitar de 3 M de acetato de sodio pH 5,2 y
2,5 vol de etanol. Se incub6 a RT durante 30 min y se centrifugd durante 30 min
a 12.100g. Después de eliminar el sobrenadante el sedimento se lavé dos veces
con 70 % etanol (v/v) y se resuspendié en el volumen deseado de agua
desionizada.

B. Precipitacion con Cloruro Litio

Al producto de PCR marcado se afadieron 10 % de una solucién 8 M de
cloruro de litio (v/v) y 3 vol de 100% etanol frio. Se incub6 a -20 °C durante
30 min y se centrifugd 30 min a 12.000g. Posteriormente se lavé con 70 %
etanol (v/v), se secé y se resuspendié en 10 uL de agua des-ionizada.

5.7.4. Transcripcion reversa del ARN (RT-PCR)

A. Eliminacién de restos de ADN

El ARN purificado se trat6 con DNAsa | (Fermentas) durante 30 min a
37 °C, a 0,1 pg/pL de ARN y 0,1 U/uL de enzima. Para detener la accién de la
DNAsa la mezcla se incubdé a 65 °C durante 10 min, afiadiendo EDTA a
concentracion final 2,5 mM para prevenir la hidrolisis del ARN durante el
calentamiento.

B. Sintesis de ADN copia

Para la sintesis de ADN copia (ADNc), el ARN tratado con DNAasa | se
sometid a transcripcién inversa usando la transcriptasa inversa M-MLV
(Invitrogen). En un volumen final de 20 yL se mezclé 1 pg de ARN total con
100pmol de oligodT y se desnaturalizd a 70 °C durante 10 min. A continuacion
se mantuvo en hielo y se afiadieron 0,4 mM de dNTPs, 1x tampon First Strand
Buffer (Invitrogen), 4 U/uL del inhibidor de RNAsas RNasin® Plus RNase
Inhibitor (Promega) y 5 mM de Ditiotreitol (DTT). A continuacién, se incubd a RT
durante 10 min y, transcurrido ese tiempo, se afiadid la retrotranscriptasa
(10 U/uL). Se incubd la reaccién a 37 °C durante 50 min y finalmente se calenté
a 70 °C durante 15 min, para inactivar la enzima.
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5.7.5. Andlisis de expresion génica mediante PCR a
tiempo final

Una vez sintetizado el ADNc, se realizd una PCR estandar empleando
0,05 — 0,1 yL del ADNCc sintetizado en la transcripcion inversa como molde por
ML de reaccion de PCR. Una vez terminada la PCR, las muestras se cargaron en
geles de agarosa.

5.8. Transformacidn genética

5.8.1. Transformacién de E. coli

La obtencion y transformacion de bacterias competentes congeladas, se
realizé6 siguiendo el método descrito por Hanahan (1985) con algunas
modificaciones que se describen a continuacion.

A. Obtencién de células competentes

Una colonia fresca de E. coli XL1-Blue se inoculé en 5 mL de PSI-b™ y se
incubé durante 12 h a 37 °C con agitacion. El cultivo estacionario se transfirié a
100 mL de PSI-b en un matraz de 1 L (precalentado a 37 °C) y se incubé con
agitacion vigorosa hasta densidad optica 0,45-0,5 a 550 nm. A continuacion, el
cultivo se enfri6 en hielo y se centrifugd a 4 °C durante 5 min a 5.000g.
Seguidamente, las células se resuspendieron suavemente en 40 mL de solucion
Tfb-1? fria. Después de incubar 5 min en hielo, se centrifugaron a 4 °C durante
5 min a 5.000g, se retird el sobrenadante y se resuspendieron suavemente en
4 mL de solucion Tfb-2® fria. Por ultimo, se enfrié en hielo durante 15 min, se
repartieron en alicuotas de 100 pLen viales previamente enfriados y se
conservaron a -80 °C hasta su uso.

1. PSI-b: 5 g/L extracto de levadura; 20 g/L triptonay 5 g/L MgSQ, 7 H,O. Ajustar a pH 7,6 con KOH.
Esterilizar en autoclave.

2. Solucién Tfb-1: 30 mM acetato potasico pH 6,9; 50 mM MnCl,; 100 mM KCI; 10 mM CaCl, y 15 %
glicerol v/v. Esterilizar por filtracion.

3. Solucién Tfb-2: 10 mM MOPS pH 7,0; 75 mM CacCl,; 10 mM KCl y 15 % glicerol (v/v). Esterilizar
por filtracién.
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B. Transformacién de células competentes

Las células competentes se descongelaron en hielo. Se mezclaron
alicuotas de 50 pL con 5 pL de la solucion con el ADN y se incubaron 30 min en
hielo. Transcurrido este tiempo, se sometieron a un choque térmico de 42 °C
durante 90 s y se dejaron en hielo 5 min. Las células transformadas se
incubaron a RT y sin agitacion durante 15 min con 100 yL de medio LB para
permitir la expresion del gen que confiere resistencia al antibiético ampicilina.
Por dltimo, toda la mezcla de transformacién se esparcioé en placas de medio
selectivo, que se incubaron a 37 °C durante 12-14 h. En el caso de plasmidos
con resistencia a otros antibiodticos, las células se incubaron a 37 °C con
agitacion durante 1 h en 1 mL de medio LB. Posteriormente se centrifugaron y
se resuspendieron en 150 yL de medio LB, se repartieron en placas de medio
selectivo y se incubaron a 37 °C durante 12-14 h.

5.8.2. Transformacién genética de F. oxysporum
A. Obtencioén de protoplastos

Los protoplastos se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito por Powell y
Kistler (1990) con modificaciones.

Se inocularon 10° microconidias frescas en 200 mL de PDB. Después de
12-14 h de incubacién a 28 °C con agitacion a 170 rpm, se recogieron las
germinulas por filtracion en nailon Monodur (10-15 pm) y se lavaron con
abundante solucion OM™. A continuacion se recogieron con una espatula estéril
y se resuspendieron en 20 mL de OM con 0,5 % (p/v) de una mezcla comercial
de enzimas liticas de paredes celulares flngicas (Lallzyme de Lallemand S.A., o
Glucanex® de Novozymes). El tratamiento enzimatico se prolongé durante
45 min a 30 °C y agitacion suave. Transcurrido este tiempo la formacion de
protoplastos se comprobé al microscopio. Cuando el nimero y la calidad de los
protoplastos fueron adecuados, se filtr6 la muestra a través de dos capas de
naylon Monodur (10-15 um) y se lavé con STC® frio. Posteriormente, se
centrifugd a 4 °C y a 1.500g durante 15 min para recoger los protoplastos. Estos
se resuspendieron suavemente en 1 mL de STC y se determind su
concentracién utilizando una cdmara Thoma. Se repartieron en alicuotas de
100 pL a una concentraciéon de 2 x 10° protoplastos mL™. A continuacion, se
procedio a su transformacion o a su almacenamiento a -80 °C, después de
afiadirles 10 % de solucion PEG® (v/v) y 1 % de DMSO (Merck) (v/v).

1. Solucién OM: 1,2 M MgSOy; 10 mM Na, HPO,, pH 5,8-6,0 ajustado con acido ortofosforico.
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2. Solucién STC: 0,8M sorbitol; 50 mM CaCl, y 50 mM Tris-HCI, pH 7,5.
3. Solucién PEG: 60 % polietilenglicol Mw 6.000 (p/v) en 0,6M MOPS.

B. Transformacién de protoplastos

Se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Malardier y colaboradores
(1989), con algunas modificaciones.

En un vial se mezclaron 1-2 pg de ADN transformante con 10 yL de acido
aurintricarboxilico (inhibidor de nucleasas) y se llevo hasta un volumen final de
60 pL con solucién TEC™. Para experimentos de cotransformacion se afiadié
1 pug del ADN que confiere resistencia al antibiotico de seleccion y doble
cantidad del ADN de interés. La mezcla se incub6 en hielo durante 20 min, al
igual que los protoplastos para ser transformados. Transcurrido este tiempo, se
mezclaron suavemente la solucion de ADN y los protoplastos y se incubaron
20 min en hielo. Seguidamente se afiadieron 160 uL de solucion PEG y se
prolong6 la incubacién a RT durante 15 min antes de afiadir 1 mL de STC. Se
centrifugaron 5 min a 604g para recoger los protoplastos y se resuspendieron en
200 yL de STC. Posteriormente se mezclaron alicuotas de 50 uL de protoplastos
con 3 mL de agar de cobertera® a 45 °C, y se repartieron en placas de Petri con
medio de regeneracion. Se incubaron a 28 °C durante un periodo de tiempo
variable en funcién del antibiético de seleccion, para permitir la expresién del
ADN transformante. Para la seleccién con higromicina B se incubaron durante
14 h, y para la seleccion con fleomicina durante 2 h. Transcurrido este tiempo se
afiadieron 3 mL de agar de cobertera con el antibiético de seleccién. Por altimo,
se prosiguié la incubacion a 28 °C hasta la aparicion de colonias.

Los transformantes obtenidos se replicaron a nuevo medio selectivo para
la obtencién de colonias puras originadas a partir de una Unica microconidia, y
se realizaran dos ciclos sucesivos de siembra de esporas aisladas y recoleccion
de su descendencia de manera individualizada.

1. Solucién TEC: 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA y 40 mM CaCl,.

2. Agar de cobertera: 0,4 % agar (Oxoid) (p/v) en medio de regeneracion.

5.9. Construccioéon de alelos mutantes

La obtencion de mutantes deficientes en los genes de interés se realizo
mediante delecion dirigida de la fase codificante del gen de interés. Esta técnica
consistio en reemplazar a través de una recombinacion homéloga el alelo
silvestre por una construccién obtenida mediante el método DelsGate (Garcia-
Pedrajas et al., 2010).
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2)
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Para la interrupcion del gen gnt2 se siguié el siguiente protocolo (Figura

Se realizaron dos PCRs simultaneas e independientes sobre ADN genémico
para amplificar los extremos 5 y 3’ flanqueantes del gen utilizando parejas
de oligonucleotidos especificos conteniendo colas para facilitar su clonacion
en el vector pDNOR. Para la amplificacién del extremo 5 se empled un
oligonucledtido forward (gnt2-ScelF) cuya cola tenia incorporado el sitio de
reconocimiento para Scel, y otro reverse (gnt2-attB1) cuya cola contenia la
secuencia attB1 para la recombinacién de la regién attP1 del vector pDONR
(Tabla 4). Para la amplificacion del extremo 3’ se empled un oligonucleétido
forward (gnt2-attB2) cuya cola contenia la secuencia attB2 para la
recombinacién de la region attP2 del vector pDONR, y uno reverse (gnt2-
ScelR) cuya cola contenia el sitio de reconocimiento para la endonucleasa
I-Scel (Tabla 4).

Clonacién de los productos de PCR en el vector pDNOR por recombinacion
homéloga in vitro entre los extremos attBl y attB2 de los fragmentos
amplificados, con las secuencias attP1 y attP2 del vector, respectivamente.
Esta recombinacion catalizada por la enzima BP clonasa Il (Invitrogen,
Carlshad, CA) genera una molécula lineal y elimina la regién flanqueada por
los extremos attP1 y attP2 correspondiente al gen ccdB que es letal en la
estirpe DH5a empleada. De esta manera se crea un alelo con la region
codificante del gen sustituida por el vector pPDNOR que contiene secuencias
flanqueantes del gen gnt2 y el casete de resistencia a higromicina B (Hyg").

Transformacion de E. coli con el fragmento lineal obtenido y circularizacion
in vivo gracias a la homologia entre las secuencias 18pb de los extremos del
fragmento, correspondientes al sitio de restriccion Scel. Los transformantes
se seleccionaron en LA-kanamicina, cuyo casete de resistencia (KnR) se
encuentra integrado en la construccion. Esto permite la obtencién vy
purificacién del nuevo plasmido recombinante.

Linearizacion del plasmido con la endonucleasa Scel y precipitacion con
etanol (5.7.3 A).

Se utilizd aproximadamente 1 pg de este fragmento purificado para la
transformacion de protoplastos de la estirpe silvestre de F. oxysporum f.sp.
lycopersici.
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Figura 13. Estrategia empleada para obtener el vector de disrupcion mediante el
método DelsGate para el reemplazamiento génico dirigido de gnt2 en
F. oxysporum f.sp. lycopersici.

5.10. Fusién traduccional con la proteina GFP

La fusién traduccional de gnt2 con la proteina verde fluorescente GFP
(Green Fluorescent Protein) se realiz6 por clonacién de la fase codificante del
gen en el vector p1902 (Pefalva, M. CIB-CSIC) que contiene la proteina GFP en
fase con el promotor constitutivo PgpdA de A. nidulans (Punt et al., 1988) y los
sitios de restriccion Nsi | y Xma | para la clonacion del inserto que den lugar a la
fusion traduccional de la proteina recombinante resultante anterior al terminador
del gen gpdA (Figura 14).
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Con objeto de realizar una clonacion direccional de gnt2 fusionada a GFP,
se amplificé la ORF de gnt2 sin coddén de inicio sobre ADNc, utilizando
oligonucledtidos especificos (gnt2-31N y gnt2-33X) que introducen sitios de
restriccion Xma | y Nsi | en los extremos 5 y 3’ de la ORF, respectivamente
(Tabla 4).

El fragmento amplificado se cloné en pGEM®-T Vector System de
Promega, se transform6 en E. coli y se purificé (5.4.2) tras el tratamiento del
vector recombinante con las enzimas de restriccibon Xma | + Nsi . A
continuacion, se linearizo el vector p1902 por con las enzimas Xma | + Nsi |, y se
unié con el fragmento purificado. Se transformd E. coli y se comprobé la
identidad del inserto en el vector recombinante obtenido mediante secuenciacion
del ADN inserto.

PgpdA

GFP
TgpdA

gnt2-33X

Figura 14. Esquema de la construccion de la proteina de fusién GFP::Gnt2.

5.11. Andlisis filogenético

Las secuencias de aminoacidos deducidas de los genes gnt2 de
F. oxysporum y los ortlogos de otras especies fungicas se analizaron mediante
el algoritmo CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) para su alineamiento. Tras
editar y eliminar los huecos originados por las regiones hipervariables con el
programa GBlocks v0.91b (Castresana, 2000) se realiz6 el andlisis filogenético
con el programa Phymlv2.4.4 (Guindon & Gascuel, 2003) aplicando el método
de maxima verosimilitud, con optimizacién del modelo de sustitucién rtREV
(Dimmic et al., 2002) y los parametros “gamma” y “alpha” en el programa
modelgenerator v84 (Keane et al., 2006).
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La construccién de los arboles filogenéticos se realiz6 empleando el
método bootstrap no paramétrico con 1.000 repeticiones y el resultado obtenido
se representd mediante un cladograma construido con el programa MEGA4
(Tamura et al., 2007).

5.12. Ensayos de infeccion

5.12.1. Infeccion de plantas

Para determinar el comportamiento patotipico de las distintas estirpes de
F. oxysporum generadas en este trabajo, se infectaron plantas de tomate (cv.
Monika 6 cv. Moneymaker). Las semillas fueron proporcionadas por Syngenta
(El Ejido, Almeria); 6 por el Dr. Jesus Cantero (La Mayora, CSIC, Malaga),
respectivamente.

Las plantas se cultivaron segin se describe en el apartado 5.1.3 hasta
que presentaron su primera hoja verdadera y, posteriormente, sus raices se
sumergieron en una suspension de 5 x 10° esporas mL™ durante 30 min. A
continuacion, se trasplantaron a celdas individuales con vermiculita y se
incubaron en camara de cultivo con condiciones ambientales controladas (5.1.3).

Se evalud la evolucion de la enfermedad durante las tres semanas
siguientes a la infeccion. Para ello se tuvieron en cuenta los indices de
enfermedad descritos por Huertas-Gonzalez y colaboradores (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 15).

Figura 15. indices de enfermedad de plantas de tomate infectadas con
F. oxysporum f.sp. lycopersici.
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En el analisis de supervivencia se empleé el método de analisis
estadistico no paramétrico Kaplan-Meier y las funciones obtenidas se
compararon mediante el test log-rank (Lopez-Berges et al., 2012). Los datos se
representan graficamente como una funcion de supervivencia escalonada en el
software GraphPad Prism 4.

Para los ensayos de colonizacion fungica la infeccion se realiz6 en
matraces, sumergiendo las raices en suspensiones de 5 x 10® esporas mL? e
incubando a 28 °C y 80 rpm durante 3, 5, 10 6 15 dias. Después de la
incubacion, se recogieron por separado las raices y los tallos y se almacenaron
a -80 °C hasta su uso.

5.12.2. Infeccién en Galleria mellonella

Para estudiar la virulencia de la cepa silvestre y las distintas cepas
mutantes de F. oxysporum en un modelo animal se infectaron larvas de
G. mellonella (Navarro-Velasco et al., 2011) con suspensiones de microconidios
frescos. Para ello se seleccionaron al azar de 10 a 15 larvas con peso entre 0,1
y 0,2 g. Una jeringuilla (Terumo de 1 mL) y un microinyector (Burkard Auto
Microapplicator de 0,1 a 10 pL) fueron usados para inyectar 8 yLcon 1,6 x 10°
microconidias totales en PBS 1X* dentro del hemocele de cada larva, a través de
la penultima pata derecha. Se utilizaron dos controles, uno con larvas sin
esporas inyectando solo PBS 1X, y otro sin inyectar. Las larvas infectadas con
esporas del hongo junto con los dos tipos de control se incubaron a 30 °C
durante 8 dias y se evalu6 diariamente el nimero de larvas muertas.

En el andlisis de supervivencia se emple6 el método de andlisis
estadistico no paramétrico Kaplan-Meier y las funciones obtenidas se
compararon mediante el test log-rank (Lopez-Berges et al., 2012). Los datos se
representan graficamente como una funcion de supervivencia escalonada en el
software GraphPad Prism 4.

1 PBS (Solucién de buffer salino): 137 mM NaCl; 2,7mM KCI; 10 mM Na,HPOy;
1,8mM KH;PO,.

5.13. Ensayos de fenotipos relacionados con virulencia

5.13.1. Aglutinacion

Se inocularon 10 microconidias frescas en 2 mL de NaNO; 25 mM con
4 % de PDB en tubos de inéculo de 30 mL, que se incubaron durante 30 h a
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28 °C con agitacion a 170 rpm. Posteriormente el cultivo se agité vigorosamente
durante 15 s en un vortex y se depositd en un una placa multiwell de doce
pocillos para la observacion del grado de aglutinacién del micelio mediante lupa
estereoscapica (5X).

5.13.2. Fusién vegetativa

Para la cuantificacion de la fusion vegetativa entre hifas, se prepararon
placas con 4 mL de medio sélido conteniendo NaNO; 25 mM y 0,5 % agar
Oxoid. A continuacion se depositaron alicuotas de 50 pl con 10° microconidias
mL" y se incubaron a RT durante 12 h. Mediante observacién al microscopio
Optico con el objetivo de 40 X se determiné el porcentaje de fusiones existentes
entre un total de 200 hifas adyacentes.

5.13.3. Resistencia a enzimas liticas de pared fungica

Para evaluar la resistencia de la pared celular a enzimas liticas, se
incubaron germinulas de 14 h de cada estirpe con 50 mg/mL de una mezcla
comercial de glucanasas (Glucanex), siguiendo el protocolo descrito para la
obtencién de protoplastos (5.8.2.A). Los protoplastos formados se cuantificaron
mediante observacion al microscopio 6ptico Olimpus y recuento en camara
Thoma.

5.14. Afinidad a colorantes y lectinas, especificos de
componentes de pared

5.14.1. Union del compuesto Alcian Blue a paredes
celulares

El Alcian Blue es un colorante cationico que se une a células cargadas
negativamente (Friis & Ottolenghi, 1970). El ensayo se realizé a pH acido ya que
en estas condiciones los grupos fosfato y los radicales acidos de los azlcares
influyen sobre las cargas negativas de la pared.

Para determinar la unién a Alcian Blue de las microconidias, se prepard
una solucién 0,025 % en HCI 0,002 N de Alcian Blue 8GX (Sigma) y se elaboré
una curva estandar por mediciones de la densidad éptica a 620 nm (D.O.g50) de
diluciones seriadas (Herrero et al., 2002).

Alicuotas con 10° microconidias se lavaron con 1 mL de agua y 1 mL
HCI 0,002 N sucesivamente y se centrifugaron 5 min a 1.073g. El precipitado se
resuspendio en 200 pL de Alcian Blue (0,025 %) y se incubd 20 min a RT. Las
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muestras se centrifugaron nuevamente durante 5 min a 1.073g y se determind la
D.0.6x0 del sobrenadante.

La cantidad de Alcian Blue libre se extrapol6 de la curva patron, y el
porcentaje se determiné como el valor resultante de la diferencia de colorante
presente en el sobrenadante respecto a la cantidad inicial del mismo.

5.14.2. Union a lectina GSIl conjugada con el fluoréforo
FITC

Debido a la especificidad de la lectina GSII de Grifonia simplifolia
(tetrdmero de 113 kDa) para unirse a residuos de a 6 B-N-acetilglucosamina
terminales, se empledé esta lectina conjugada al fluorocromo FITC para
determinar la posible presencia de N-acetilglucosamina en los polisacaridos de
glicoproteinas superficiales.

Se prepard una solucién de GSII-FITC (1 mg mL™ en 10 mM de tampédn
fosfato) que contenia 15 mM NaCl y 0,5 mM CacCl,. Se recogieron microconidias
frescas de un cultivo de 3 dias y se alicuotaron en 10" microconidias. Las
germinulas obtenidas tras incubacién durante 3 h en 1 mL de PDB a 28 °C con
agitacion a 170 rpm, se centrifugaron a 1.677g 5 min y se lavaron con H,O
destilada y tampén fosfato 50 mM pH 7,5 con 150 mM NaCl, 1 mM CacCl,,
0,5 mM MgCl, y 0,1 mM MnCI, dos veces y se resuspendieron en 180 pl del
mismo tampon. Se afadieron 20 pl de GSII-FITC (concentracién final de
0,1 mg mL'l.) a ambas muestras, y se incubaron a 28 °C en agitacién a 170 rpm
durante 30 min, tras lo cual se centrifugaron a 1.677g 5 min y se lavaron dos
veces en NaCl 0,9 %:2 mM CaCl,. Finalmente se resuspendieron en 1 mL del
mismo tampoén y se determind la fluorescencia emitida por las esporas y las
germinulas (marcadas) en un citdmetro de flujo FACScan (BD Biosciences, San
José, CA) mediante excitacion a 488 nm (laser de argén) y deteccion de la
emision verde (530-550 nm) con el detector FL1. Se aplico un flujo de
200-300 s* y se cuantificaron 20.000 eventos independientes para cada
muestra.

La fluorescencia individual es directamente proporcional a la cantidad de
lectina unida a la pared de cada célula. La intensidad de fluorescencia emitida
por cada poblacion celular se representd en histograma de distribucion de
frecuencias. Por otro lado la dispersién de la luz, que es funcién del tamafio y
morfologia de las células, se representé mediante histograma biparamétrico:
dispersion frontal (FSC-H) y dispersion lateral (SSC-H).
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5.15. Fraccionamiento subcelular

Con objeto de determinar la localizacion intracelular de la proteina Gnt2 se
realizé el fraccionamiento subcelular de germinulas de los mutantes GFP::gnt2
(5.10) cultivados durante 14 h en PDB. Para ello se emple6 el método de
separacion y purificacion de fracciones subcelulares mediante ultracentrifugacion
en gradiente lineal de sacarosa descrito (Antebi & Fink, 1992) con algunas
modificaciones.

El proceso requiere la rotura celular, por lo que el micelio se tritur6 y
homogenizé en N, liquido hasta conseguir un polvo muy fino y se resuspendio
en 1 mL de tampoén de permeabilizacién(l) con 1 mM PMSF y 1 % coctel
inhibidor proteasas (v/v). Tras centrifugar a 4 °C durante 5 min a 1.000g, se
desechdé el precipitado y el sobrenadante se someti6 a una segunda
centrifugacion a 10.000g durante 10 min a 4 °C para obtener la fraccion
enriquecida en reticulo endoplasmico (Pyg). Esta fraccion Py, se resuspendié en
350 pl de tampdn de permeabilizacion con 1 mM PMSF y 1 % coctel inhibidor de
proteasas (v/v), y se mantuvo a -20° hasta su uso. El sobrenadante Sy, se aplico
sobre una columna con gradiente de sacarosa previamente preparada,
depositando alicuotas de 500 pL de tampdn de permeabilizacion con 1 mM
PMSF y 1 % coctel inhibidor de proteasas con las concentraciones de sacarosa:
26, 30, 34, 38, 42, 46, 50 y 54 % (p/v). Las fracciones de sacarosa se
depositaron desde la parte inferior a la superior de la columna en orden
decreciente de concentracion. El gradiente se dej6 reposar 12 h a 4 °C antes de
su utilizacion. Una vez depositada la muestra S;q sobre el gradiente, se sometié
a centrifugacion durante 90 min a 4 °C en un rotor SW50 a 160.000g y se
recogieron 14 nuevas fracciones de aproximadamente 350 pL cada una desde la
parte superior del gradiente.

La concentracion de sacarosa de cada fraccion se determind con ayuda
de un refractometro (Atago Co., LTD) y las muestras se almacenaron a 4 °C
hasta su uso.

1. Tampon de permeabilizacion: 10 mM HEPES; 1 mM MgCl, pH 7,5 ajustado con NaOH.

5.16. Manipulacion de proteinas

5.16.1. Extraccion de proteinas totales

Para la obtencion de extractos proteicos totales a partir de micelio se
aplicé el método basado en lisis celular mecanica, separacién y eliminacion de
restos celulares por centrifugacién y precipitacion de las proteinas solubles
mediante lavados sucesivos con agua, metanol y cloroformo.
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Alicuotas con 5x10° esporas frescas se inocularon en 250 mL de medio
PDB y se incubaron tres dias a 28 °C en agitacion a 170 rpm. Se recolect6 el
micelio mediante filtracién por monodur, se lavé con agua y se congelé a -80 °C.

La rotura celular se realiz6 en mortero con N, liquido hasta conseguir un
polvo muy fino que se transfirié a un tubo de 2 mL y se resuspendié en 500 pL
de tampon de lisis™. Tras incubar el lisado 30 min en hielo, se centrifugd a
11.337g durante 10 min a 4 °C y se alicuot6 el sobrenadante en volimenes de
200 uL. Se afadieron sucesivamente 4 vol de metanol, 1 vol de cloroformo y 3
vol de agua destilada, agitando energéticamente la mezcla tras cada adicion,
quedando con un aspecto blanquecino. Se centrifugd nuevamente a 9.660g
5 min a 4 °C y se elimind el sobrenadante con cuidado de no arrastrar el anillo
de proteinas formado en la interfase. Posteriormente se realizé un Gltimo lavado
afladiendo 3 vol de metanol, agitando la mezcla y centrifugando a 9.660g 5 min
a 4 °C. Tras la eliminacién del sobrenadante, la muestra se dejé secar a RT y se
resuspendiéo en tampon de hidratacion® para su posterior andlisis mediante
SDS-PAGE.

1- Tampon de lisis: 25 mL Tampon A (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,1 % SDS; 150 mM NacCl; 10 %
glicerol (v/v); 1 % Tritén (v/v); 5 mM EDTA); 1 mM PMSF (Sigma); 1 % coctel inhibidor de proteasas
(Sigma).

2 Tampén de deshidratacion: 8 M wurea; 2 % CHAPS ([3-[(3-cholamidopropyl)-
dimethylammonio]) (p/v) (sigma).

5.16.2. Extracciébn de proteinas extracelulares en
condiciones de induccion

Las proteinas extracelulares se obtuvieron a partir de cultivos en medio
SM (4.2.2.B) sin glucosa suplementados con distintas fuentes de carbono
(Tabla 9) para la induccion especifica de distintas enzimas extracelulares.

Tabla 9. Fuentes de carbono paralainduccion de enzimas extracelulares

Fuente de carbono Abreviatura
1 % Casaminoécidos (4.2.2.D) Ca

2 % Aceite de germen de trigo WGO

2,5 % Tejido vascular de tomate TVT

2 % Sacarosa; 0,2 % glucosa S+G
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Se inocularon 10° esporas frescas en 400 mL de PDB (4.2.2.A) y se
incubaron 14 h a 28 °C, en agitacion a 170 rpm. Se recogieron las germinulas
mediante filtracién por monodur, se lavaron con agua y se repartieron en cinco
partes inoculando una alicuota en cada medio de induccién (con WGO se cultivd
por duplicado para obtener suficiente extracto proteico) y se incubaron 20 h a
28 °C y 170 rpm. Tras este periodo de tiempo, cada sobrenadante se transfirié a
membranas de diélisis (diametro de poro de 12 kDa) y se dializ6 12 h frente a
agua a 4 °C. Se concentraron durante 5 h con PEG siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 5.16.5.A, se acortaron las membranas de didlisis y se
dializaron nuevamente 5 h frente a agua destilada a 4 °C para eliminar los restos
de PEG adheridos a la membrana.

Todo el proceso de extraccion y concentracion se realizdé a 4 °C. A cada
extracto proteico concentrado hasta un volumen final de 3 mL (33 X, excepto el
medio WGO concentrado 66 X) se le afiadio inhibidores de proteasas para evitar
la degradacion por proteasas liberadas al medio (5.16.4) y se congelé a -20 °C
para su posterior andlisis mediante SDS-PAGE.

5.16.3. Extraccién de proteinas de la pared celular de
F. oxysporum

Las proteinas de pared se extrajeron a partir de micelio obtenido de un
cultivo de 25 mL de 1-2 dias de incubacion a 28 °C en agitacion a 170 rpm vy
congelado a -80 °C, siguiendo el protocolo descrito por Meijer y colaboradores
(2006) con algunas modificaciones.

A. Aislamiento de paredes celulares.

El micelio triturado y homogenizado en N, liquido hasta polvo muy fino se
resuspendié en 1 mL de tampén fosfato 10 mM (pH 7,5) que posteriormente se
mezcld con batidora IKA T10. Para obtener mayor lisis celular se afiadieron
1/5 vol de bolas de vidrio de 0,5 mM de didmetro y se agit6 en un mini-
Beadbeater durante tres ciclos de 15 s, enfriando en hielo después de cada
agitacion.

El homogenizado obtenido se lavé tres veces con 1 mL NaCl 1 M, para
eliminar proteinas intracelulares y proteinas no unidas covalentemente a la
pared, y se centrifug6é 15 min tras cada lavado a 1.677g.

B. Extraccién de proteinas de pared solubles en SDS

Se realizé una primera extraccion de proteinas de pared solubles en SDS,
resuspendiendo en 1 mL de tampén de extraccion Laemli®” previamente
calentado a 100 °C. La mezcla se incub6 10 min a 100 °C, se dejo enfriar 5 min
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a RT y el sobrenadante se recogio tras centrifugacion 15 min a 1.677g. Se volvid
a afiadir 1 mL de tampodn de extraccion y se repitié la incubacion seguida de la
centrifugacioén y la recuperacién del sobrenadante.

Ambos sobrenadantes se mezclaron y el volumen resultante se dializo
frente a agua destilada a 4 °C en membranas de 14 kDa de diametro de poro. A
continuacion se congelo6 a -80 °C y se liofilizo.

C. Extraccioén de proteinas de pared insolubles en SDS

Para extraer la fraccién proteica insoluble en SDS se eliminaron
previamente los restos del tampén Laemli. La muestra de paredes celulares se
lavo tres veces en 1 mL de agua destilada y se centrifugd 15 min a 1.677g. A
continuacion, se resuspendié en 1 mLde 0,1 M acetato de sodio pH 5,5y se
centrifugd 15 min a 1.677g. Este lavado se repitidé cinco veces y finalmente se
resuspendido en 2 mL del mismo tampén. Para extraer las proteinas de la
muestra resuspendida en 2 mL de tampdn se afiadieron 0,5 unidades de
laminarinasa® (Sigma); y se incubd 2 h a 37 °C. Se prolong6 el tratamiento otras
2 h anfadiendo 0,5 unidades de laminarinasa. Se recuper6 el sobrenadante por
centrifugacién 15 min a 1.677g durante y se dializ6 frente a agua destilada a
4 °C en membranas de 14 kDa de diametro de poro. A continuacion se congel6 a
-80 °C y se liofilizo.

1. Tampon de extraccion Laemli: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 2 % SDS y 10 % glicerol.

2. Soluci6n de laminarinasa (162U/g): 83 pg/uL en 0,1 M acetato de sodio pH 5,5.

5.16.4. Inhibidores de proteasas

Para evitar la posible proteolisis durante la extraccién, y en todas las
etapas de la purificacion de proteinas, se utilizaron inhibidores de proteasas para
inhibir la actividad de posibles proteasas secretadas por el hongo e impedir asi
la degradacion interna de los extractos proteicos. Se afiadi6 1 mM de
fenilmetilsulfonil (PMSF)*(Sigma) y 1 % (v/v) del coctel inhibidor de proteasas
(Sigma).

1. PMSF: 100 mM de PMSF disuelto en etanol.
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5.16.5. Concentraciéon de proteinas en las muestras
A. Con polietilenglicol

Los sobrenadantes de los cultivos inducidos obtenidos se transfirié a
membranas de didlisis (didmetro de poro 12 kDa) que se mantuvieron en
contacto externo con polietilenglicol (PEG) 35.000 (Fluka) (Di Pietro & Roncero,
1996). Seguidamente las membranas se lavaron cuidadosamente con agua para
eliminar los posibles restos de PEG y se dializaron a 4 °C frente a 5 L de agua
con agitacion suave durante 12 h.

B. Con metanol-cloroformo

Protocolo basado en Wessel y Flugge (1984). A los sobrenadantes de los
cultivos inducidos obtenidos se afiadieron sucesivamente 4 vol de metanol, 1 vol
de cloroformo y 3 vol de agua desionizada agitando tras cada adicion. Se
centrifugé 5 min a 9.660g y se desechd la fase superior con cuidado de no
extraer el anillo blanquecino formado por las proteinas en la interfase. Se
afiadieron 3 vol de metanol y se eliminé el sobrenadante tras centrifugacion
5 min a 9.660g. El precipitado se seco y finalmente se resuspendié en agua o en
el tampo6n adecuado.

5.16.6. Determinacion de la concentracién de proteinas

Las proteinas solubles se cuantificaron mediante Bradford (1976)
utilizando seroalbdmina bovina (BSA) como estandar. Este método se basa en la
reaccién colorimétrica entre los grupos sulfonados acidos presentes en el azul
de Coomassie (Brilliant blue G-250) con grupos amino libres de los aminoacidos
basicos en las proteinas (arginina, lisina e histidina).

El valor de absorbancia a 595 nm indica la concentracion de proteina
presente, extrapolado a partir de una recta patron. Para la elaboracion de esta
recta se utilizd una disolucidon de BSA de concentracién conocida (2 mg mL'l) y
un minimo de 6 diluciones seriadas entre 0,2 y 2 pg mL™ en el reactivo de
Bradford comercial (Bio-Rad). Para la cuantificacién de las muestras problema
se procedio igualmente afiadiendo el mismo volumen de extracto en el reactivo
Bradford y tras 15 min en oscuridad se determiné la absorbancia a 595 nm.
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5.16.7. Electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas se visualizaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrilamide Gel
Electroforesis) (Laemmli, 1970). Es una técnica rapida y sensible que permite la
separacion de los polipéptidos en funcién de su tamafio.

A. Preparacidon de muestras

Las muestras bajo andlisis se mezclaron con tampén de carga para
proteinas™, se desnaturalizaron 10 min a 100 °C, se centrifugaron 10 min a
11.337g y se visualizaron por electroforesis en gel SDS-PAGE.

1. Tampon de carga para proteinas: 50 mM Tris-HCI, pH 6,8; 8 % glicerol viv; 1,6 % SDS plv;
4 %p-mercaptoetanol v/v: 0,1 % azul de bromofenol.

B. Preparacién de gel

Gel separador. Para la preparacién de 5 mL se mezclaron 1,25 mL de
solucion LGB con la cantidad deseada de 40 % Acrilamida:Bisacrilamida 37,5:1
(BioRad) para lograr la concentracién de interés, y agua desionizada. La
polimerizacion se inicié al afiadir 30 uL de 10 % persulfato de amonio (APS, de
BioRad) v/v y 10 yL de TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina, Sigma).

Gel concentrador. Para la preparaciéon de 5 mL se mezclaron 1,25 mL de
solucién UGB® con 0,75 mL de 40 % Acrilamida:Bisacrilamida 37,5:1 y 3 mL de
agua desionizada. La polimerizacién se inicié tras la adicion de 30 yL de 10 %
APS (v/v) y 10 pL de Temed.

1. LGB (Lower Gel Buffer): 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8; 0,4 % SDS.
2. UGB (Upper Gel Buffer: 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,4 % SDS.

C. Electroforesis

Las electroforesis se realizaron en tampén Tris-Glicina™® a un voltaje 80 V

durante 15 min y 120 V durante el tiempo deseado, en el sistema vertical mini
Protean® cell de Bio-Rad. Como patrén de peso molecular se utilizd una mezcla
comercial de proteinas (Bio-Rad) compuesta por: miosina (200 kDa),
B-galactosidasa (116,25 kDa), fosforilasa b (97,4 kDa), seroalbimina (66,2 kDa),
ovalbimina (45 kDa), anhidrasa carbonica (31 kDa), inhibidor de tripsina
(21,5 kDa), lisozima (14,4 kDa) y aprotinina (6,5 kDa).

1 Tampo6n Tris-Glicina: 25 mM Tris (Trizma base); 192 mM glicina; 0,1 % SDS (p/v); pH 8,3.
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5.16.8. Tincion de geles

A. Tincién de coomassie

Los geles se tifieron con disoluciéon de Coomassie'”. Para eliminar el
exceso de tincion se lavaron 30 min con la disolucién High Destain® y durante
1 h con la disolucién Low Destain®.

1. Disolucién de Coomasie: 0,1 % Coomasie Blue; 60 % metanol; 10 % acido acético (v/v).
2. Disolucion High Destain: 50 % metanol; 10 % &cido acético.

3. Disolucion Low Destain: 5 % metanol; 7 % acido acético.

B. Tincién plata

Se siguio el protocolo descrito por Heuskeshven y Dernik (1985).

El gel se fijo 45 min con 50 % etanol y 10 % &cido acético y 15 min con
8,3 % de glutaraldehido. Tras lavar sucesivas veces con agua se procedié a
tefiir 30 min con 0,25 % de nitrato de plata (Sigma) en oscuridad. Tras lavar
nuevamente con agua se revelé con solucién de revelado™.La reaccién se

detuvo eliminando la solucién de revelado y afiadiendo una solucién de acido
acético 5 %.

1. Solucién de revelado: 0,015 % de formaldehido en 2,5 % Na,COs.

C.Tincién fluorescente ProQ-Emerald para glicoproteinas vy
glicoconjugados

Para detectar concentraciones bajas de glicoproteinas se utilizé el kit
comercial Pro-Q Emerald-300 (Molecular Probes). Este compuesto se une
especificamente a los carbohidratos de las proteinas y su deteccién en un
transiluminador es posible mediante excitacion a 280-300 nm y emisiéon de
fluorescencia a 530 nm (verde). Tras realizar un SDS-PAGE se siguieron las
instrucciones del fabricante para la tincién y observacion.

D. Tincién Fluorescente Sypro ruby (BioRad)

En este caso se utiliz6 el compuesto Sypro Ruby (BioRad). Las
proteinas se fijaron 30 min con una soluciéon de fijaci()n(l), posteriormente se
incubaron 12 h en Sypro Ruby y se lavaron 30 min con solucién de fijacion para
eliminar la fluorescencia del fondo.

1. Solucién de fijacién: 7 % v/v acido acético, 10 % v/v metanol.
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5.16.9. Desglicosilacion de proteinas

Para la N-desglicosilacion de proteinas se empleé la endoglicosidasa
PNGasa F (Sigma)(l) que hidroliza el enlace entre el oligosacarido y la
asparragina de la proteina glicosilada. Se afiadieron 2,5 uL de enzima a 10 ug
del extracto proteico y se incubd durante 12 h a 37 °C. Transcurrido dicho
periodo se comprobé la de-glicosilacién mediante visualizacién en geles SDS-
PAGE con tincion proQ Emerald y Coomassie (5.16.8 A).

1. PNGasa F: 50 U/100 pL agua desionizada.

5.17. Electroforesis bidimensional

El analisis se llevé a cabo a partir de cuatro réplicas analiticas por cada
condicidn (estirpe silvestre y estirpe mutante). En el andlisis de proteinas totales
se emplearon réplicas bioldgicas independientes mientras que para proteinas
extracelulares se prepararon mezclas aleatorias de los distintos extractos
obtenidos bajo condiciones de induccién, debido a que cada extracto procedia
de varios cultivos (Tabla 10). Para cada réplica se utilizaron 150 ug de proteinas.

Tabla 10. Proporciones de mezclas aleatorias en extractos de proteinas
extracelulares empleados para el analisis 2D-SDS-PAGE.

Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3 Mezcla 4
(120 pg) (120 pg) (120 pg) (120 pg)
30 pg Ca
Extracciéon 1 | 30 pg WGO
Ho 50% 50 %
(120 pg) 30 ug TVT
30 pug S+G
30 pug Ca
Extraccién 2 | 30 pg WGO
Hg 50 % 50 %
(120 pg) 30 ug TVT
30 pg S+G
30 pg Ca
Extraccién 3 | 30 ug WGO
Ko 50 % 50 %
(120 pg) 30 ug TVT
30 pug S+G
30 pug Ca
Extraccién 4 | 30 pg WGO
Ho 50 % 50%
(120 pg) 30 ug TVT
30 pg S+G
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5.17.1. Isoelectroenfoque (IEF)

Esta técnica permite la separacion de proteinas en funcién del punto
isoeléctrico (pl) con alta resolucion. Se basa en el principio de desplazamiento
de moléculas cargadas eléctricamente en un gradiente de pH, hasta alcanzar el
pH donde su carga neta sea cero. Se separaron muestras de extractos de
proteina total (5.16.1) y de proteinas extracelulares (5.16.2) en condiciones
desnaturalizantes.

El isoelectroenfoque se realizdé en el equipo Protean IEF cell (BioRad),
utilizando tiras de gel de poliacrilamida de 17cm con un gradiente lineal de pH
inmovilizado (IPG) entre 5,0-8,0 (ReadyStrips IPG Strips, BioRad) (Bjellqvist et
al., 1982).

Cada muestra se resuspendié en tampon de carga(l) y agua hasta un
volumen final de 350 pL y tras 30 min de incubacién a RT, se depositd sobre la
tira IPG (gradiente inmovilizado de pH) previamente hidratada con tampén® y se
realizé la electroforesis en una camara de IEF a 20 °C, aplicando las pautas
anotadas en la Tabla 11.

Una vez finalizada la primera dimension, la tira fue equilibrada durante
10 min en tampén(s) con 2 % DTT y a continuacion otros 10 min en el mismo
tampon con 0,24 M iodoacetamida.

Tabla 11. Programacion del isoelectroenfoque. Aplicacion del voltaje en pendiente
lineal (L).

Pasos Voltaje(V) Duracion (h:min) | Voltios/hora V/h)
Rehidratacion pasiva Sin voltaje 1h -
Rehidratacion activa 50 11:00 -

1 250 0:15 -
Isoelectroenfoque 2 4.000 2:00 -
4.000 (L) - 20.000

1. Tampon de carga: Tampon de rehidrataciéon con 2,8 mg/mL DTT fresco.

2. Tampén de rehidratacion: urea 7 M; tiourea 2M; CHAPS 4 %; DTT 20 mM; tritdbn X-100 0,5 %;
Anfolitos 0,5 %; Azul de bromofenol.

3. Tampédn de equilibrado:375 mM Tris-HCL; pH 8,8; 6 M urea; 2 %SDS; 20 % glicerol; azul de

bromofenol y H,O.
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5.17.2. 2D-SDS-PAGE

El gel de IPG fue transferido a un sistema de electroforesis vertical
Protean Plus Dodeca cell (BioRad) para la separacion en la segunda dimension
en geles desnaturalizantes SDS-PAGE de 12 % de poliacrilamida, junto con una
tira de papel Whatmann embebida en los marcadores de peso molecular
(Sigma) colocada en un extremo; y se sellaron con 0,5 % (p/v) agarosa. La
electroforesis se llevd en tampén de electroforesis*a cabo a 8 °C aplicando 30 V
durante 30 min, y 60 V hasta que el frente alcanzo el final del gel.

2. Tampon de electroforesis (tampo6n Tris-Glicina): 25 mM Tris (Trizma base); 192 mM glicina;
0,1 % SDS (p/v); pH 8,3.

5.17.3. Visualizacién de las proteinas

La visualizacion de proteinas en el gel se llevd a cabo mediante tincion
con SYPRO-Ruby (Bio-Rad) (D) y digitalizacién en un escaner FX-Imagen (Bio-
Rad).

5.17.4. Andlisis de imagenes para la evaluacion de la
expresion diferencial

Las imagenes obtenidas de los geles se analizaron con el programa PD-
Quest (Tabla 7). La normalizacién entre geles se bas6 en la cantidad total de
proteina aplicada al gel (“Total quantity in valid spots”).

El criterio de seleccibn cuantitativa para determinar diferencias
enpresencia/ausencia de manchas proteicas entre réplicas fue de 2<V<0,5,
siendo V el volumen normalizado de la mancha en unidades de ppm CNT
(unidades de cuantificacién).

El andlisis estadistico de las manchas con expresion diferencial se hizo
mediante el test “T-Student” para determinar la probabilidad de que éstas se
debieran al azar. Previamente se comprobo6 la normalidad de la distribucion (test
de Wilks-Shapiro), y la igualdad 6 no de varianzas (test F-Snedecor). Las
manchas con un P-valor< 0,05 se consideraron proteinas con expresion
diferencial en las estirpes analizadas.
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5.17.5. Identificacién de spots mediante digestion triptica
y Maldi/TOF

Las proteinas de interés fueron escindidas del gel en una estacion
ProPic Investigator™ (Genomic Solution), y sometidas a digestion triptica segun
el protocolo de Schevchenko (1996) con pequefias modificaciones, en el
digestor ProPrep Il (Degilab) siguiendo los siguientes pasos:

Lavado con 25 mM bicarbonato amonico y acetonitrilo.

Reduccién con 10 mM ditiotreitol en 25 mM bicarbonato aménico.

Alquilacion con 100 mM iodoacetamida en 50 mM bicarbonato aménico.
Eliminacion de residuos con 50 mM bicarbonato amaénico y acetonitrilo, y
secado bajo nitrégeno gaseoso.

Tratamiento con 12,5 ng/uL de tripsina porcina (Promega, Madison WI) en
25 mM bicarbonato amaénico, que se llevé a cabo en microondas dos ciclos
sucesivos de 5 min a 200W.

Elucién con 25 mM bicarbonato aménico y detencion con 0,1 % acido
trifluoroacético (TFA) (v/v) en 50uL de volumen final.

Purificacion en microcolumna de resina C18 (ZipTip, Millipore), y elucién en
una solucion de matriz® sobre la placa MALDI en un vol de 1 pL.

Tras la cocristalizacion sobre la placa, las muestras se analizaron
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF para obtener la huella
peptidica (MS) en un espectrometro 4700 Proteomics Analyzer (Applied
Biosystems). De cada muestra se obtuvieron espectros de fragmentacion
(MS/MS) de las m/z mas intensas.

La identificaciéon de proteinas se realizé combinando los espectros MS y
sus correspondientes MS/MS sobre la base de datos NCBInr, utilizando
MASCOT (MatrixScience) como motor de busqueda y limitando la categoria
taxonémica a Fusarium. El error maximo permitido en la busqueda fue de
100 ppm y el nUmero maximo de errores en el corte de la proteasa fue uno.

1. Solucién matriz: 3 mg/mL de &cido a-ciano-4-hidoxicinamico en 70 % acetonitrilo/ 0,1 % TFA.
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5.18. Anélisis de hibridacion Western

Para los andlisis de hibridacion Western se emplearon 25 pyL de cada
fraccion subcelular (obtenida en 5.15) resuspendida en tampén de Cargal y se
separaron en geles al 10 % de SDS-policacrilamida (29:1) (Laemmli, 1970) a
voltaje constante segun lo indicado en el apartado 5.16.7.

El gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa (Bio-rad) usando Mini
Trans-blot® Cell (Bio-Rad) en el tampén de transferencia® a 100 V durante 2 h a
4 °C. Tras finalizar el proceso de transferencia, las membranas se bloquearon
con 5 % de leche descremada, disuelta en TBST®, durante 1 h a 4 °C en
agitacion suave y se lavaron con TBST para eliminar el exceso de leche
descremada. Para identificar la proteina GFP::Gnt2 se realiz6 hibridacion de la
membrana con 10 ul de anticuerpo primario anti-GFP (Roche) disuelto en 10 mL
de solucion TBST con 1 % BSA durante 1 h a RT. Transcurrido este tiempo se
realizaron sucesivos lavados con TBST, seguido de hibridacién durante 1h a RT
con 10 pL del anticuerpo secundario anti-mouse (Cell signalling technology, Inc)
disuelto en 10 mL de solucién TBST con 1 % BSA. Tras sucesivos lavados con
solucién TBST, se detect6 la quimioluminiscencia con ECL Plus reagent de
acuerdo con las instrucciones del fabricante empleando la camara oscura
Fujufilm LAS-3.000.

1. Tampon de carga: 50 mM Tris-HCI, pH 6,8; 8 % glicerol (v/v); 1,6 % SDS w/v; 4 %
B-mercaptoetanol (v/v); 0,1 % bromofenol blue.

2. Tampén de transferencia: 48 mM Tris-HCI pH 7.5; 39 mM glicina; 0,0375 % SDS; 20 %
metanol.

3. TBST: 900 pL de H,O; 1 mL Tween 20; 100 mL TBS 100X (0,2 M Trizma base; 1,37 M NaCl
ajustado a pH 7,6 con HCI)

5.19. Actividades enzimaticas

5.19.1. Actividad GDPasa

La hidrdlisis de GDP se midié en las fracciones subcelulares obtenidas
tras el fraccionamiento subcelular en gradiente de glucosa (5.15) mediante el
ensayo enzimatico descrito por Herrero y colaboradores (2002), con algunas
modificaciones. Para ello 5 pL de cada fraccion se mezclaron con tampon de
reaccién’ y se incubaron en una placa de 96 pocillos a 30 °C durante 30 min. La
reaccion se detuvo afiadiendo 10 pL de SDS al 10 % y manteniendo a 0 °C.
Seguidamente se afiadieron 40 pL de H,O y 140 pL del reactivo de AMES? a
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cada reaccion, se incubaron a 45 °C durante 20 min y se midié la absorbancia a
660 nm.

1. Tampon de reaccién: 0,2M imidazol pH 7,5; 10 mM CaCly; 0,1 % Tritén X-100; 2 mM GDP.

2. Reactivo de AMES: Mezcla 1:6 acido ascorbico al 10 % y 0,42 % molibdato de amonio disuelto

en acido sulfarico 1N.

5.19.2. Actividad citocromo c reductasa

Para determinar la actividad NADPH citocromo c¢ reductasa de la
flavoproteina NADPH citocromo ¢ P450 localizada en el RE, se utilizé el kit
comercial (Sigma) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello se
emplearon 5 pL de cada fraccion obtenida tras el fraccionamiento subcelular en
gradiente de glucosa (5.15) en un volumen final escalado de 224 pL.

5.20. Microscopia

Para la  observacién microscopica de las estirpes de
F. oxysporum empleadas en este trabajo, 5 x 10° esporas mL™ de cada estirpe
se germinaron durante 14 h en el medio liquido correspondiente. Las germinulas
se recogieron por centrifugaciéon a 13.000 rpm 10 min.

5.20.1. Microscopia Optica

Los analisis de microscopia optica se llevaron a cabo con germinulas y
esporas obtenidas en medio PDB. Para su observaciéon se empled la técnica
Nomarsky, con un objetivo 100 X en un microscopio Leica DMR.

5.20.2. Microscopia de fluorescencia

Para los analisis de fluorescencia en los transformantes portadores de la
fusion traduccional con GFP, se utilizaron germinulas cultivadas 12 h en medio
PDB. Estas se incubaron a temperatura ambiente durante 5-90 min en
2 mL de PDB vy alicuotas de 10 uL se depositaron en bloques de 1 % de agarosa
sobre un portaobjetos para su observacion al microscopio Zeiss Axio Imager M2
(Carl Zeiss Microlmaging GmbM) equipado con el filtro adecuado.
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5.20.3. Microscopia electronica de transmision (TEM)

La microscopia electrénica de transmision (TEM) se empleé para
visualizar la ultraestructura de esporas y germinulas obtenidas tras crecimiento
en PDB.

Las células se fijaron mediante 12 h de incubacién en una mezcla de
2,5 % glutaraldehido (v/v) y 2 % paraformaldehido (p/v) en 0,1 M tampon
cacodilato sodico a pH 7,0. Posteriormente, se lavaron dos veces con 0,1 M
tampon cacodilato sédico durante 30 min y se post-fijaron con 1 % tetréxido de
osmio (v/iv) en 0,1 M tampdn cacodilato sédico pH 7,0. La post-fijacion se
prolongé durante 12 h. Transcurrido este tiempo, las muestras se lavaron dos
veces con 0,1 M tampoén cacodilato sédico durante 30 min y se llevé a cabo su
deshidratacion en una serie ascendente de alcoholes, 30 %, 50 %, 70 %, 90 % vy
100 % (v/v), incubando con cada dilucion durante 30 min. La deshidratacion con
100 % etanol se realizd tres veces consecutivas. Una vez deshidratadas, se
llevé a cabo la inclusién de las muestras siguiendo el siguiente protocolo:

Tratamiento con 6xido de propileno, 30 min (dos veces).

Tratamiento con Oxido de propileno:Epén (EMBed 812) (3:1, v/v),
2 h.

Tratamiento con oOxido de propileno:Ep6n (EMBed 812) (1:1, v/v),
2h.

Tratamiento con Oxido de propileno: Epon (EMBed 812) (1:3, v/v),
2 h.

Tratamiento con Ep6n (EMBed 812) puro 12 h.
Tratamiento con Epon (EMBed 812) puro 1 h adicional.

Todas las incubaciones se realizaron a 4 °C. Una vez realizada la
inclusion, se dejo polimerizar a 65 °C 48 h.

Las muestras se seccionaron con un ultramicrotomo para obtener cortes
de 80 nm de grosor y se montaron en rejillas de cobre. Para contrastar las
muestras las rejillas se incubaron a 37 °C durante 2 min en 2 % acetato de
uranilo (p/v), se lavaron en agua destilada y se transfirieron a citrato de plomo
donde se incubaron 3 min a RT (Reynolds, 1963). Las micrografias se
obtuvieron utilizando un microscopio electrénico Philips CM 10.
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5.21. Manipulacién de polisacéaridos

5.21.1. Extraccién y purificaciéon de polisacéaridos de
pared

El micelio obtenido de cultivos en SM (4.2.2) de tres dias a 170 rpm y
28 °C se recolect6 por filtracién en monodur, se congeld a -80 °C y se liofilizé. A
continuacion se triturd, en molinillo Ika A10, hasta un polvo fino con fragmentos
entre 5y 15 um y se procedio a la extraccion de los polisacaridos.

A. Extraccién de polisacaridos unidos a proteinas de pared

A partir del micelio pulverizado se realizé una extraccion fraccionada de
polisacaridos unidos a proteinas de pared con enlaces O- y N- glicosidicos.

La rotura del enlace O-glicosidico se realiz6 afadiendo a los 10g de
micelio pulverizado, 150 mL de NaOH 0,1 M; 0,3M borohidruro de sodio y
agitando la mezcla a RT durante 4-12 h. Posteriormente se centrifugé 15 min a
12.400qg, se reservo el sobrenadante y se volvié a resuspender el sedimento en
la misma solucidon repitiéndose (2-3 veces) este proceso hasta llegar al
agotamiento. Los sobrenadantes obtenidos se mezclaron y se les afiadio 2 vol
de etanol al 96 % obteniéndose un precipitado que se recuperd por
centrifugacién a 12.400g. Este precipitado se dializ6 frente a agua para la
eliminacién de los restos de NaOH y alcohol (3-4 dias), y finalmente se
liofilizaron las fracciones obtenidas, una soluble en agua (FO1S) y otra insoluble
(FO1l) (Figura 16).

Para la extraccion de carbohidratos unidos a proteinas con enlaces
N-glicosidicos, se afiadieron 150 mL de NaOH 1 M al sedimento insoluble de la
anterior extraccion y se procedio de la misma forma hasta obtener una fraccion
soluble en agua (F1S) y otra insoluble (F1l) (Figura 16). Ambas fracciones
solubles en agua (FO1S y F1S) se purificaron por solubilidad en etanol-agua 1:1
(v/v), dando nuevamente lugar a fracciones solubles (FO1S50S y F1S50S) y
fracciones insolubles (FO1S501 y F1S50I) en el solvente etanol-agua (Figura 16).
Todas las fracciones obtenidas se liofilizaron y se determind su peso seco en
una balanza analitica.
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Micelio pulverizado
(109)
| 150ml 0,1 M NaOH; 0,3 M NaBH,
I
Sedimento

| 150 ml 0,1 M NaOH; 0,3 M NaBH,
[ I

Sobrenadante +Sobrenadante Sedimento
Precipitacién con 2V etanol 150 ml 1 M NaOH
|
Sedimento
T 150 ml 1 M NaOH
[ 1
Sobrenadante+ Sobrenadante Sedimento

Fl

Precipitacion con 2V etanol

Sobrenadante  Precipitado Sobrenadante Precipitado

Dialisis Dialisis
Insoluble en agua Insoluble en agua
FO1S F1S
Soluble en agua Soluble en agua
Etanol 50% Etanol 50%

[Forsso |—— ——{ oo |
Insoluble en 50% etanol Insoluble en 50% etanol
F01S50S F1S50S
Soluble en 50% etanol Soluble en 50% etanol

Figura 16. Obtencion de las fracciones FO1S50S (O-glicanos) y F1S50S (N-glicanos)

B. Purificacion de polisacaridos solubles FO1S50S y F1S50S
mediante cromatografia por filtracién en gel

Esta técnica estd basada en la retencion de moléculas en una red
tridimensional constituida por un polimero de agarosa. Dicha retencién es mayor
al disminuir el peso molecular de las sustancias, y en consecuencia ocurre la
separacién de compuestos en funcién de su peso molecular.

Para separar los polisacaridos de cada fraccion soluble y comprobar su
pureza, éstas se filtraron a través de una columna (90 x 2,6 cm) de Sepharose
CL-6B que retiene polisacaridos de peso molecular inferior a
10° Da. Como eluyente se empleé agua destilada con un flujo de 22-23 mL h™.
La calibracién de la columna se realizé cargando una mezcla de patrones de
peso molecular conocido:
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Azul dextrano (2 x 10° Da)
Dextrano T-500 (5 x 10° Da)
Dextrano T-10 (1 x 10° Da)
Vitamina B3, (1.355 Da)

La muestra se prepar6 a partir de 100 mg de polisacaridos de las
fracciones FO1S50 S 6 F1S50S, que se diluyeron en 2 mL de agua destilada y
se centrifugaron a 11.337g durante 15 min. La solucién obtenida se cargd en
una columna, recogiéndose fracciones, de 4,5 mL aproximadamente, en un
colector automético ULTRARAC Il. La presencia de polisacaridos se detecto
mediante el método del fenol sulfarico (Dubois et al., 1956). Las fracciones
adecuadas se mezclaron y se liofilizaron para su posterior andlisis.

5.21.2. Andlisis e identificacibn de azlucares mediante
cromatografia de gases y espectrometria de masas
(GC/MS)

Se realizd un proceso de permetilacion e hidrélisis de los polisacaridos,
seguido de separacidn de los derivados por cromatografia de gases y deteccion
e identificacién en un espectrometro de masas.

A. Metilacion de polisacaridos y derivatizacion a acetatos de
alditol

Este método consiste en la permetilacion de los polisacaridos y su
posterior hidrélisis, reduccion y acetilacion, obteniéndose acetatos de alditol
parcialmente metilados. Para la metilacion de los polisacaridos, se sigui6 el
procedimiento descrito por Ciucanu y Kerek (1984) .

Se utilizaron de 1-2,5 mg de fraccién purificada mediante cromatografia
por filtracion en gel y se derivatizd a acetatos de alditol parcialmente metilados
mediante el siguiente proceso:

Metilacién con ioduro de metilo

Reduccidn de acidos urénicos con borohidruro de sodio deuterado (Taylor &
Conrad, 1972).

Primera hidrdlisis con acido trifluoroacético (TFA) 0,15 N (1 h a 120 °C) y
posterior reduccién con borohidruro de sodio deuterado.

Acetilacion con piridina y anhidrido acético (1 h a 100 °C).
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Segunda hidroélisis con TFA 3 N (1 h a 120 °C) y posterior reduccion con
borohidruro de sodio deuterado.

Acetilacion con piridina y anhidrido acético (1 h a 100 °C).
Las muestras se secaron y se resuspendieron en cloroformo para su
posterior analisis mediante GC/MS.

B. Cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC/MS)

Las muestras se analizaron mediante cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM) en un instrumento Agilent 7980A-5975C
equipado con una columna HP-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,2 mm espesor de la
pelicula), con helio (15 psi) como gas portador y aplicando un programa de
temperatura: 170 °C (1 min), rampa de 2 °C min™ hasta 210 °C (1 min). El
inyector y la linea de transferencia se mantuvieron a 250°C durante el andlisis.
Cada uno de los picos del cromatograma se identific6 mediante su tiempo de
retencion y su espectro de masas. La ionizacion se llevé a cabo por impacto
electrénico. De los fragmentos primarios y secundarios obtenidos en el espectro
de masas, se dedujo el tipo de sustitucion de los monémeros. La cuantificacion
se realiz6 atendiendo al area de picos.

5.22. Extraccién de lipopolisacéaridos extracelulares

Para la extraccion de moléculas de naturaleza lipidica secretadas al medio
por el hongo se utilizé el método de extraccion de factores de nodulacion
descrito (Roche et al., 1991) con algunas modificaciones.

Para simular condiciones de disponibilidad de nutrientes parecidas a las
de la infeccién, se cultivaron 5 x 10° esporas mL™de la estirpe silvestre y del
mutante Agnt2 en SM (4.2.2.B) sin glucosa ni amonio, suplementado con 1 %
acido glutamico y 0,2 % sacarosa. Tras 14-18 h de incubaciéon a 28 °C y 170 rpm
se recogieron los sobrenadantes de los cultivos mediante filtracion con monodur
y millipore 0,22 um y se mantuvieron libres de células.

Las moléculas de naturaleza lipidica se purificaron dos veces
consecutivas mediante extraccion con 1/5 V de n-butanol. La fraccién recogida
se seco en rotavapor, se resuspendio en 50 mL de agua destilada y se lavo dos
veces con un volumen de etil-acetato. Tras llevar a sequedad se resuspendié en
agua y se liofiliz6 para su posterior andlisis mediante SDS-PAGE (5.16.7),
visualizacion mediante tinciones (plata 1.1.1.B 6 proQ Emerald 1.1.1.C), y
analisis quimico GC/MS.

84



RESULTADOS






CAPITULO 1

PAPEL DE LAS N-ACETILGLUCOSAMINA-
TRANSFERASAS






Resultados: capitulo 1

6. Genes N-acetilglucosamina transferasas

La glicosilacion de proteinas y lipidos en células eucariotas es un proceso
complejo en el que participan numerosas enzimas. El interés en estas enzimas
de glicosilacién en F. oxysporum surgié de un estudio previo realizado en
nuestro laboratorio con un mutante nulo en una sintasa de quitina de la clase V
(AchsV) (Madrid et al., 2003). En dicho trabajo se descubrié el papel esencial de
chsV en el mantenimiento de la integridad de la pared celular, el crecimiento
apical y el desarrollo de la patogénesis del hongo, ya que el mutante presentaba
defectos en la estructura de la pared e incapacidad de producir marchitez
vascular en plantas de tomate.

Un analisis posterior de la expresion de un conjunto de genes
responsables de enzimas extracelulares y transferasas en el mutante AchsV
durante el proceso de invasion del tejido vegetal (Pareja-Jaime, Tesis Doctoral
2010), reveld niveles de expresion superiores de un gen duplicado
FOXG_12436/FOXG_14101 respecto a la estirpe silvestre. Para identificar genes
ortélogos en otros hongos se realiz6 una bldsqueda in silico en la base de datos
www.ncbi.nlm.nih.gov/ basada en la secuencia proteica deducida del gen. Se
identificaron los genes Gntl de Saccharomyces cerevisiae (Yoko-o et al., 2003)
y Gntl y Gnt2 de Coprinopsis cinerea (Buser et al., 2010) con valores de
identidad significativos, responsables de N-acetilglucosamina transferasas
fungicas pertenecientes a la familia GT8. Estas enzimas catalizan la adicién de
N-acetilglucosamina (GIcNA) a polisacaridos unidos con enlace N-glicosidico a
proteinas u otras biomoléculas, formando parte de la ruta de N-glicosilacion.

6.1. Identificacion de paralogos a gnt en el genoma de
Fusarium oxysporum

Para identificar en F. oxysporum genes responsables de
N-acetilglucosamina transferasas ortélogos al Gntl de S. cerevisiae se realiz6
un analisis in silico. Con la secuencia de aminoacidos deducida de Gntl se
realizé un analisis blast en la base de datos
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group).

Los resultados obtenidos revelaron la existencia de seis ort6logos a Gntl
(Tabla 12).Todos ellos mostraron regiones muy conservadas con sitios activos
caracteristicos de glicosiltransferasas fungicas.
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Tabla 12. Familia génica de gnt en F. oxysporum

Gen Locus Cromosoma
gntl FOXG_01495 5

gnt2 FOXG_12436 y FOXG_14101 3y6

gnt3 FOXG_12874 9

gnt4 FOXG_12897 9

gnt6é FOXG_14149 14

gnt7 FOXG_16408 14

El andlisis de los dominios conservados en las secuencias de amino

acidos deducidas de F. oxysporum y otras de especies fungicas indicé la
existencia de errores en la anotacion de los genes gnt2, gnt4, gnt6 y gnt7, lo que
llevé a su curacién manual. Para ello se clonaron y secuenciaron los cDNA de
dichos genes, y se confirmaron las siguientes modificaciones:
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El coddn de inicio del gen gnt2 se localiza 264 pb aguas arriba de lo
anotado en la base de datos. Ademas, este gen posee un segundo intron de
58 pb situado a 73 pb aguas arriba del fin de mensaje anotado que origina
un cambio en la pauta de lectura y aparicién de un nuevo fin de mensaje.
Estos cambios originan un marco abierto de lectura de 984 pb que
determinaria un polipéptido de 328 aa.

En gnt4 el segundo intron es de menor tamafio que lo anotado, con una
longitud total de 55 pb, seguido del exdn 3 que cambia de posicién y pasa a
tener 63 pb. El nuevo codon fin de mensaje se sitla 158 pb aguas arriba del
anotado. Estos cambios originan un marco abierto de lectura de 1020 pb que
determina un polipéptido de 340 aa.

El gen gnt6 comienza 267 pb aguas arriba del inicio anotado; posee un
segundo intrén de 58 pb localizado 70 pb antes del fin de mensaje, que
origina un cambio en la fase abierta de lectura y la aparicién de un nuevo
codon fin de mensaje 26 pb aguas arriba de lo anotado. Estos cambios dan
lugar a un marco abierto de lectura de 987 pb que determina un polipéptido
deducido de 329 aa.

En gnt7 el primer intrén tiene 78 pb (126 pb menor que lo anotado en la
base de datos). Este cambio origina un nuevo marco de lectura de 1.074 pb
gue determina un polipéptido de 358 aa.
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El alineamiento de las secuencias de amino acidos deducidas de los
genes gnt mostré un grado de identidad entre 51,5-97,6 % (Tabla 13), siendo en
al caso de gnt2 y gnt6 del 97,6 % (Tabla 13).

Tabla 13. Identidad entre las proteinas deducidas Gnt de F. oxysporum
f.sp. lycopersici.

Gnt2 Gnt3 Gnt4 Gnt6 Gnt7
65,2 % 55,8 % 59,5 % 65,2 % 89,5 % Gntl
52,5 % 58,4 % 97,6 % 64,6 % Gnt2
52,8 % 51,5 % 55,6 % Gnt3
58,7 % 60,7 % Gnt4
64,5 % Gnt6
A
Tamafio de Localizagic_’)n del
la proteina dominio
transmembrana
------- S=8 TTee-al
F. oxysporum Gntl { (; sl DxD DxD N\c o b 354 aa 22-44
F.oxysporum Gnt2 ] Cc DxD jmm{ DxD DxD C b 328 aa 12-34
F.oxysporum Gnt3 { ] _C [ DxD DxD C { p 422aa 9-25
F.oxysporum Gnt4 {5 C = DxD DxD C i 340 aa 7-24
F. oxysporum Gnt6 { I C i DxD DxD C jmim 329 aa 12-34
F. oxysporum Gnt7 o o o s 358 aa -
C.cinereaGntl { ] C DxD_DxD DxD Ch 395 aa 12-34
S. cerevisiae GNT1 d G DxD__DxD C p49laa 12-34
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(Gnt) FOXG_01495
(Gnt2) FOXG_12436/14101
(Gnt3) FOXG_12874
(Gntd) FOXG_12897
(Gnt6) FOXG_14149
(Gnt7) FOXG_16408
(Gntl) CC1G_14119
(Gnt1) YOR320C

(Gnt1) FOXG_01495
(Gnt2) FOXG_12436/14101
(Gnt3) FOXG_12874
(Gntd) FOXG_12897
(Gnt6) FOXG_14149
(Gnt7) FOXG_16408
(Gnt1) CC1G_14119
(Gnt1) YOR320C

(Gntl) FOXG_01495
(Gnt2) FOXG_12436/14101
(Gnt3) FOXG_12874
(Gntd) FOXG_12897
(GntB) FOXG_14149
(Gnt7) FOXG_16408
(Gnt1) CC1G_14119
(Gnt1) YOR320C

(Gnt1) FOXG_01495
(Gnt2) FOXG_12436/14101
(Gnt3) FOXG_12874
(Gnt4) FOXG_12897
(Gnt6) FOXG_14149
(Gnt7) FOXG_16408
(Gnt1) CC1G_14119
(Gnt1) YOR320C

(Gnt1) FOXG_01495
(GNt2) FOXG_12436/14101
(Gnt3) FOXG_12874
(Gntd) FOXG_12897
(Gnt6) FOXG_14149
(Gnt7) FOXG_16408
(Gnt1) CC1G_14119
(Gnt1) YOR320C

(Gnt1) FOXG_01495
(Gnt2) FOXG_12436/14101
(Gnt3) FOXG_12874
(Gnt4) FOXG_12897
(Gnt6) FOXG_14149
(Gnt7) FOXG_16408
(Gnt1) CC1G_14119
(Gnt1) YOR320C
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Figura 17. A) Alineamiento de las proteinas Gnt deducidas en F. oxysporum,
S. cerevisiae (YOR320C) y C. cinerea (CC16408-14119) indicando las regiones
conservadas: dominio transmembrana (cuadrado rayado), cisteinas (C) y sitio activo DxD.
B) Alineamiento de las secuencias e identificacion de regiones conservadas: cisteinas (V)
dominios DxD y aa que actian en la union a iones metalicos (e).

Las proteinas deducidas presentan dominios estructurales y funcionales
caracteristicos de N-acetilglucosamina transferasas (Figura 17). Estas
secuencias conservadas son: dominio transmembrana con un solo paso (tipo II)
en su extremo amino, dos o tres sitios activos DxD esenciales para la union a
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cationes (sitio catalitico), y residuos cisteinas que permiten la formacion de
puentes disulfuro resultando una conformacion de horquilla.

6.2. Andlisis filogenético

Para evaluar la distribucién y el grado de conservacion entre los genes
gnt, se realizd6 un andlisis filogenético basado en las secuencias proteicas
deducidas de gnts, de especies de hongos filamentosos, ortélogas a Gnt2 de
F. oxysporum. Se seleccionaron veinte secuencias de diez especies
pertenecientes al género Fusarium y otras de patdgenos vegetales, ademas de
la levadura S. cerevisiae y del basidiomiceto Coprinopsis cinerea. Se establecio
como criterio selectivo que la identidad fuera superior al 31 % y la conservacién
de todos los dominios caracteristicos de estas proteinas.

El arbol filogenético presentd dos clados principales, uno que incluia Gnt1,
Gnt2 Gnt4, Gnt6 y Gnt7 de F. oxysporum con sus ortélogos mas proximos de F.
verticilloides y F. graminearum, y otro con Gnt3 y sus ortélogos de
F. verticilloidesy F. graminearum (Figura 18).

i‘: FVEG 11649
FOXG 12897 (Gnt4)
97 ———|FOXG 14149 (Gnt6)
L——|FoxG 12436 (Gnt2)

53 100 ——|NHA 7991
NHA 39806
97 FVEG 07859
43 ﬁE FOXG 01495 (Gnt1)
FOXG 16408 (Gnt7)
FGSG 10956
47 78 [—————|CHGG 08452
| 48 —|v0BG 03984
CHGG 09837
93 —[FOXG 12874 (Gnt3)
53 FVEG 11624
L FGSG 10936
—— PC1600820
100 AFUB 08390
100 43 ﬂE An03g02990
AQ09001000
80 PC22912650
L An11g10206
YOR320C

VDBG 01023
NHA 79932

Figura 18. Arbol filogenético construido a partir del alineamiento de proteinas Gnt con
W-clustal formado por 148 aa, usando el método de Neigbor-joining, el modelo de
sustitucion LG y el valor optimizado de parametro gamma 0,87. La nomenclatura utilizada
es: FOXG: F. oxysporum; FVEG: F. verticillioides; FGSG: F. graminearum; CHGG:
Chaetomiun globosum; AF: Aspergillus fumigatus; An: A. niger; AO: A. oryzae; NHA:
Nectria haemotococca y YOR: S. cerevisiae.
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En todas las especies analizadas se han identificado uno o dos genes gnt,
salvo tres en F. verticilloides. Esto contrasta con la familia génica identificada en
F. oxysporum integrada por seis genes localizados en cinco cromosomas
distintos.

6.3. Andlisis in silico de genes de la ruta de O- y
N-glicosilacion en F. oxysporum

Con el objetivo de estudiar el grado de conservacion de proteinas
implicadas en N- y O-glicosilacion, se llevé a cabo un andlisis in silico de
secuencias ortélogas a las proteinas de S. cerevisiae, cuyas rutas de
glicosilacion estan bien identificadas. Se realizé un analisis blast en la base de
datos:http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/MultiHom
e.html utilizando la herramienta blast, y como secuencias de busqueda las
obtenidas de la base de datos http://www.yeastgenome.org/.

Las rutas de N-glicosilacién localizadas en el reticulo endoplasmico (RE)
se encuentran muy conservadas en eucariotas, mientras que las etapas del
aparato de Golgi (AG), que corresponden con la glicosilacion terminal, difieren
entre organismos. Por el contrario la O-glicosilacion es mas variable y en
algunos organismos, como S. cerevisiae, tiene lugar fundamentalmente en el
lumen del AG, a excepcidn de la adicion de la primera manosa realizada por
proteinas de la familia Pmt en RE.

Las 67 proteinas que participan en glicosilacion de proteinas desempefian
las siguientes funciones:

Transferencia de monosacéridos

Escision de monosacaridos

Translocacion de moléculas

Transporte de monosacaridos

Transporte de proteinas

Estabilizacion y retencién de otras proteinas
Chaperonas

ATPasa

Los resultados obtenidos en el andlisis, basado en el criterio de
aceptacion de secuencias ortdlogas con valores E inferiores a 10, se muestran
en la Tabla 14.
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Tabla 14. Genes implicados en glicosilacion de proteinas en S. cerevisiae y sus
ortélogos de F. oxysporum. LS, localizaciéon subcelular. C, citoplasma. RE, reticulo
endoplasmico. AG, aparato de Golgi.

S. cerevisiae F. oxysporum

Proteina Gen Funcién Gen E-value LS

FOXG_06111 | 0

Hocl YIRO75W a-1,6 man05|Itransfer_ase_l,lmpllcada en biogénesis FOXG 03626 | 3% AG
de pared en N-glicosilacién -
FOXG 10373 | 32
Ire 1 YHRO79C Serina-treonina quinasa y endoribonucleasa FOXG_08844 | 0 RE
Kar2 YILO34W Q'II;Pasa y chaperona implicada en transporte en FOXG_06136 | 0 RE
Kre2/ ) S
Mntl YDR483W | a-1,2 manosiltransferasa en O- yN-glicosilacion - - AG
Kre5 YOR336W UDR gIulcos'a,l:gllcosntransferasa en FOXG_03728 | 1,37¢e™ RE
N-glicosilacion -
Kre6 YPR159W | Glucosidasa - - RE

FOXG_08407 | 0
Ktrl YORO099W | a-1,2 manosiltransferasa en O- y N-glicosilacién a7 AG
FOXG 06418 | 5,06 e

Ktr2 YKRO61IW | Manosiltransferasa en N-glicosilacion - - AG
Ktr3 YBR205W | 1,2 manosiltransferasa en O- y N-glicosilacién - - AG
Ktr4 YBR199W | Manosiltransferasa en N-glicosilacion FOXG_01521 | - AG
Ktr5 YNL029C a-1,2 manosiltransferasa en N-glicosilacion FOXG_10333 | 0 AG
I\K/Itrr1?1/6 YPLO53C mzrllicézill:(rjznsferasa implicada en sintesis de _ _ AG

a-1,2 manosiltransferasa implicada en O-y

Ktr7 YILO85C I
N-glicosilacion

a-1,2 exomanosidasa, forma complejo con Pdil,
Mnl1 YHR204W | escinde la 82 manosa y produce Man;GIcNAc para | FOXG_05493 | 4,9 e* RE
su degradacioén en el proteosoma

g i impli FOXG_05718 | 1,3e™
Mnni YEROO1W a 1,3_ ma_nos_l[transferasa |mpl|cad§ en. - - AG
O- glicosilacion (42 manosa) y N-glicosilacion FOXG 12231 | 1,3¢e®
Mnn2 YBRO15C a—l,?_manosntransferasa, afiade la 1 manosa FOXG_12373 | 2,6 539 AG
ramificada
Mnn4 YKL201C Regulador de mnn6 - - AG

a-1,2 manosiltransferasa en cis-Golgi, afiade la 22
Mnn5 YJL186W manosa ramificada al core de N-glicanos y a la - - AG
manotriosa de O-glicanos

Mnn8/ YELO36C Subunidad del complejo a-1,6 manosiltransferasa FOXG_11346 | 0 AG

Anpl implicada en elongacion de N-glicanos FOXG 05317

Mnn9 YPLO50C Subyn|dad del complt_aJo a-1,6 m_anosntransferasa FOXG 01971 | 0 AG
implicada en elongaciéon de N-glicanos =

Mnn10 YDR245W Subyn|dad del complt_aJo a-1,6 m_anosntransferasa FOXG 01933 | 0 AG
implicada en elongacion de N-glicanos -

Mnnil YIL183W Subunidad del complejo a-1,6 manosiltransferasa FOXG_13822 | 1,4e% AG

implicada en elongacion de N-glicanos
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Tabla 14. (continuacién)

S. cerevisiae F. oxysporum
Proteina Gen Funcién Gen E-value LS
Mns1 YIR131W a-1,6 manosidasa, escinde la 12 manosa FOXG_00435 0 RE
generando MangGIcNAc, en N-glicosilacion
- i ] a a
Mnt3 YILOLAW a-1,3 manosntransferasa, aflade la 4%y 52 manosa | - — AG
a O-glicanos
Mnta YNRO59W a—l@ ma}noqltransferasa, dispensable en - - AG
O-glicosilacion
Ochl YGLO38C Mangsiltransferasa, elonga N—in_canos afiadiendo FOXG_06111 0 AG
las 12 g-1,6 manosa en cis-Golgi
Ostl YJIL002C Subunidad a d_el cpmp!ejo oligosacariltransferasa FOXG_00557 56e™° RE
(OST) en N-glicosilacion
Subunidad € del complejo oligosacariltransferasa FOXG 01713 19¢e?® RE
Ost2 YOR103C (OST) en N-glicosilacion B
. L . 18
Ost3 YORO85W Subunidad y dfal cpmp[ejo oligosacariltransferasa FOXG_05558 8,7e RE
(OST) en N-glicosilacién
Ost4 YDL232W Subunidad de! Conl”lplt'EJ,O oligosacariltransferasa - - RE
(OST) en N-glicosilacién
Ost5 YGL226C Subunidad z qel cgmp!e]o oligosacariltransferasa - - RE
(OST) en N-glicosilacion
Ost6 YMLO19W Subunidad del_ cor_nplt_ajlo oligosacariltransferasa - - RE
(OST) en N-glicosilacion
N-acetilglucosamina-fosfato mutasa, convierte
Pemi YELO58W G]cl\!Ac—ﬁP en GI_QNAC—l—P_, |mpllcha en . FOXG_00256 0 C
biosintesis de quitina, N-glicoproteinas y anclaje
GPI
Proteina multifuncional con actividad disulfito
isomerasa, para la formacion de puentes
Pdil YCLO043C disulfuro. Forma complejo con Mnl1, escinde la 82 FOXG_00140 0 RE
manosa y produce Man;GIcNAc, para su
degradacion en el proteosoma
Pmr1/ ’ 2+ - - AG
SSC1 YGL167C ATPasa dependiente de Ca'
Pmtl YDL095W | O-manosiltransferasa FOXG_03668 0 RE
Pmt2 YALO23C O-manosiltransferasa FOXG_11176 0 RE
Pmt3 YOR321W | O-manosiltransferasa - - RE
Pmt4 YJR143C O-manosiltransferasa FOXG_00440 0 AG
Pmt5 YDL093W | O-manosiltransferasa - - AG
Pmt6 YGR199W | O-manosiltransferasa - - AG
Pngl YPLO9EW N—glic]ana;a, necesaria para la de-glicosilacion de | FOXG_01189 0 C
proteinas incorrectamente plegadas
ori1 YDL103C UDF_’—N—ace_tl]gIucosam_|nap|rofosfor|lasa, en FOXG_00832 0 C
N-glicosilacion y anclaje GPI
Flipasa, translocacion de MansGIcNAc,-PP-Dol EFOXG 10617 0
Ritl YBLO2OW del lado citoplasmico al lado luminal del RE B RE
Dolicol quinasa, biosintesis de Dol-P en FOXG 07836 4,9¢e™°
Sec59 YMRO013C N-glicosilacién = RE
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Tabla 14. (continuacién)

S. cerevisiae F. oxysporum
Proteina Gen Funcién Gen E-value LS
Subunidad del complejo de

Stt3 YGLO22W oligosacariltransferasa (OST) en N-glicosilacion FOXG_00621 0 RE

Vanl YML115C a-1,6 manosiltransferasa en N-glicosilacion FOXG_05317 0 AG

Vrgd/ FOXG_10351 0

van2 YGL225W | Transportador de GDP-manosa AG
an FOXG 145011 | O

Yurl YJL139C a-1,2 manosiltransferasa en N-glicosilacion - - AG

La busqueda reveld la ausencia de 17 ortélogas en F. oxysporum que
participarian en rutas de glicosilacion (Tabla 15). Ademas, como muestra la
Tabla 15, algunas de las proteinas paralogas con funcion redundante en S.
cerevisiae, como las manosiltransferasas Ktr2, Ktr6 y Yurl que participan en
N-glicosilacién en AG y las O-manosiltransferasas de RE Pmt2 y Pmt3, también

estaban ausentes.

Tabla 15. Proteinas ausentes (marcadas en color azul en Tabla 14) en F. oxysporum
gue participan en rutas de glicosilacion.

Proteinas del RE Proteinas del AG
Ost4 (N) Ktr2, Ktré y Yurl (N)
Ost5 (N) Ktr3 (O, N)
Ost6 (N) Ktr7 (O, N)
Pmt2 y Pmt3 (O) Mnn4 (N)
Mnn5 (N,O)
Mnt3 (O)
Mnt4 (O)
Pmrl
Pmt5 (O)
Pmt6 (O)

(N) N-glicosilacion
(O) O-glicosilaciéon
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Estas proteinas ausentes, se localizan en su mayoria en el AG y
participan en la elongacion de N-glicanos de polimanosa 6 en O-glicosilacién.
Cabe resaltar la ausencia de tres subunidades del complejo OST implicado en la
translocacion de la molécula de dolicol-P y de las manosiltransferasas Pmt2 y
Pmtl del RE.

Por otro lado, F. oxysporum también presenta redundancia funcional en
proteinas del AG implicadas en N-glicosilacion (Hocl, Mnn8, Gtrl, Gntl, Mnnl),
y en biosintesis de GDP-manosa (Alg4) y de UDP-GIcNAc (Gnal).

7.Delecion dirigida de los genes gnt2.
Caracterizacion molecular y complementacionde
los mutantes

La alteracion del proceso glicosilacion mediante delecibn de genes que
codifican enzimas implicadas en este proceso y el estudio de los cambios
producidos que afectan a la célula, permite analizar el papel bioldgico de dichas
enzimas. Nuestro trabajo se ha centrado en analizar gnt2 en F. oxysporum
generando un mutante con ambas copias del delecionadas. Para ello se
construyé un vector mediante el método DelsGate (5.9) donde la region
codificante del gen quedaba sustituida por el vector pPDONR portador del casete
de resistencia a higromicina (Figura 19 A).

La seleccion de transformantes Hyg"™ permitié aislar un mutante con
ambos alelos delecionados. Los transformantes Hng se analizaron mediante
Southern tras tratamiento doble del ADNg con EcoR | y Xho | e hibridacion con
una sonda del promotor del gen, presente tanto en el silvestre como en el
mutante. En la estirpe silvestre se identificaron dos bandas de 3,5 y 2kb
correspondientes a los genes gnt2 y gnt6, respectivamente. En el transformante
Agnt2 (#55) la banda de 3,5 kb fue sustituida por una de 7 kb (Figura 19 B). El
transformante #46 mostré una insercién ectépica del vector de transformacion.

La complementacion del mutante Agnt2 (#55) se realizé mediante
cotransformaciéon de protoplastos con el casete Phle® y un fragmento de ADN
gendmico conteniendo el alelo silvestre gnt2 obtenido al amplificar con los
oligonucleétidos gnt2-7 y gnt2-3 (Tabla 4).

Los transformantes Phle® se analizaron mediante Southern y se
identificaron aquellos que habian insertado dos copias del alelo gnt2
(transformante #6) (Figura 19B).
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Figura 19. Delecién del gen gnt2 y complementacion del mutante obtenido. A) Mapa
de restriccion de la region gendémica conteniendo el alelo gnt2 silvestre, y del vector de
delecion construido con el método DelsGate. Las flechas indican la posicién y direccion
de los oligonuclettidos empleados para la construccién del vector. La barra corresponde
a la sonda empleada en el andlisis Southern. B) Resultado del Southern del ADNg de las
estirpes indicadas tratado con EcoR | y Xho | e hibridado con la sonda indicada. Agnt2
(#55), ectopico (#46) y complementado con dos copias del gen (#6).
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8. Caracterizacion fenotipica del mutante Agnt2

8.1. Comportamiento patotipico de los mutantes Agnt2 y
Agnt2::gnt2

Para determinar el papel de gnt2 en la virulencia de F. oxysporum, se
llevaron a cabo ensayos de infeccion de raices de plantas de tomate y de larvas
de polilla de la cera Galleria mellonella.

Se inocularon plantas de dos semanas, mediante inmersion de sus raices
durante 30 min en una suspensién microconidial de la estirpe silvestre, el
mutante Agnt2 y la complementada Agnt2::gnt2. A continuacion, se sembraron
en vermiculita y se evalud el desarrollo de la enfermedad durante las 2-3
semanas posteriores.

Para la infeccion de G. mellonella se utilizaron 12 larvas de entre
0,2-0,3 g de peso por tratamiento, y se inocularon mediante inyeccién dentro del
hemocele de 1,6 x 10° conidias en un volumen de 8 pL. La supervivencia de las
plantas y las larvas infectadas con las tres estirpes se calcul6 mediante el
método de Kaplan-Meier y los resultados se representaron en porcentaje de
supervivencia, que permite comparar de forma simplificada y objetiva la
virulencia de las estirpes (Lopez-Berges et al., 2013; Navarro-Velasco et al.,
2011).

Las plantas inoculadas con la estirpe silvestre presentaron los sintomas
caracteristicos de marchitez vascular diez dias después de la inoculacion. La
severidad de los sintomas increment6 a lo largo del tiempo y la mayoria de las
plantas habian muerto veinte dias tras la inoculacion. Por el contrario, las
plantas infectadas con el mutante Agnt2 mostraron un retraso en la progresion
de la enfermedad quedando el 90 % de plantas vivas a los 30 dias post-
evaluados. El mutante complementado presenté valores de desarrollo de la
enfermedad muy similares a la estirpe silvestre (Figura 20 A). Por otro lado, el
proceso de infeccion en G. mellonella se caracteriza por una melanizacion
progresiva del individuo hasta alcanzar la muerte. Se observé un retraso en el
desarrollo de la enfermedad en individuos infectados con esporas del mutante,
respecto a los del silvestre. Todos los individuos inoculados con la estirpe
silvestre habian muerto cuatro dias tras la inoculacién, mientras que en los
inoculados con la estirpe mutante, ocho dias tras la inoculacion, aln quedaban
un 13 % de individuos vivos (Figura 20 B).
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Figura 20. Comportamiento patotipico de los mutantes Agnt2 y Agnt2::gnt2 A) sobre
plantas de tomate (cv). Monika) y B) en lavas de G. mellonella. Se indican los porcentajes
de supervivencia. Los simbolos se refieren a plantas inoculadas con la estirpe silvestre
4287 (o), Agnt2 (A), Agnt2::gnt2 (A) y el control no inoculado (O). Se representan los
valores obtenidos en un experimento representativo.

En ambos casos se observaron diferencias significativas en el desarrollo
de la enfermedad entre el silvestre y el mutante, cuyos valores de P resultaron
inferiores a 0,05 en el test de Mantel-Cox, mientras que no las hubo entre los
individuos inoculados con la estirpe silvestre y el complementado.

Para evaluar la capacidad de invasién de la planta por el mutante Agnt2se
cuantificé la biomasa fangica en los tejidos vegetales. Para ello se realizé PCR a
tiempo final del ADNg extraido de raices y tallos tres, cinco, diez y quince dias
tras la inoculacion con esporas de cada estirpe, utilizando cebadores especificos
del gen chsV de F. oxysporum (Madrid et al., 2003). Como control del ADNg de
planta se utilizaron cebadores especificos del gen tomQB (8-1,3 glucanasa) de
tomate (Lycopersicon esculentum) (Tabla 5).

No se observaron diferencias significativas en la colonizacién de los
tejidos radiculares, siendo la amplificacion similar en todas las estirpes
analizadas (Figura 21). En cambio, el mutante Agnt2 mostré retraso en la
colonizacion de los tallos con respecto al silvestre, en las primeras etapas de
colonizacion (3-10 dias). El silvestre habia colonizado eficientemente los tejidos
del tallo tras cinco-diez dias, mientras el doble mutante lo hacia tras quince dias.
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Figura 21. PCR a tiempo final de los genes chsV (Fusarium) y tomQB (tomate) sobre
ADNg total extraido de tallos y raices sin infectar (control) o infectados con la estirpe
silvestre (wt), el mutante Agnt2ola estirpe complementada Agnt2::gnt2, a los3, 5, 10 0 15
dias tras la inoculacion.

8.2. Aglutinacion y fusién de hifas

La fusion vegetativa es un proceso que ocurre durante la germinacion de
conidias y el crecimiento de las hifas en hongos filamentosos, dando lugar a un

micelio septado con una compleja red de hifas intercomunicadas (Roca et al.,
2005).

Para determinar si existian diferencias en la capacidad de fusién del
mutante Agnt2 respecto al silvestre, se analiz6 la aglutinacién tras 30 h de
incubacion mediante observacion en estereoscopio (Figura 22 A). En medio de
aglutinacion la estirpe silvestre presentd un alto grado de aglutinacién formando
un micelio aglomerado y muy cohesionado, que no se disgreg6 tras 15 s de
agitacion fuerte. En cambio, se observo una reduccion significativa en el doble
mutante, cuyo micelio mostraba un aspecto poco compacto y disperso. La
estirpe complementada recupero el fenotipo silvestre formando aglomerados de
micelio muy cohesionados. La cuantificacion mediante observacion al
microscopio de los puentes de fusion entre hifas adyacentes revelé un 40 % de
hifas fusionadas en la estirpe silvestre. El doble mutante presentd un 50 %
menos de fusion mostrando una reduccion estadisticamente significativa con un
p-valor inferior a 0,05 en el test T-Student, y el complementado alcanzé el 84%
de fusiones (Figura 22 B), ambos respecto al silvestre.
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Figura 22. Fusion vegetativa entre hifas. A) Imagenes de micelio de la estirpe silvestre
(wt), el doble mutante (Agnt2) y el complementado (Agnt2::gnt2), en condiciones de
aglutinacién tomadas al estereoscopio Leica XZ FLIII con magnificacién 5X. B) Numero
de fusiones entre hifas expresado en porcentaje respecto al silvestre. Se representa wt
(blanco), mutante Agnt2 (gris oscuro) y complementado (gris claro).

8.3. Sensibilidad a estrés térmico

La temperatura es un factor que afecta al crecimiento del hongo, y su
capacidad de adaptacion a temperaturas elevadas esta relacionada con
respuestas metabdlicas como produccion de proteasas, proteinas reguladoras y
chaperonas, proporcionando termoestabilidad al metabolismo celular (Morimoto,
1998).

Para evaluar la adaptacion del mutante a condiciones de estrés térmico se
cultivaron las estirpes del hongo a 35 °C durante 7 dias, 0 a 28 °C como control,
durante 3 dias. Los resultados mostraron menor crecimiento del silvestre a
35 °C, con colonias mas compactas que en condiciones Optimas, y la
incapacidad del mutante de crecer a esta temperatura. La estirpe
complementada mostré una recuperacién parcial del fenotipo silvestre.
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Figura 23. Crecimiento a 28 °C y en condiciones de estrés térmico (35 °C), en medio
SM, de la estirpe silvestre (wt), el doble mutante (Agnt2) y el complementado
(Agnt2::gnt2). Se inocularon suspensiones de 10°, 5 x 10? y 10 microconidias (de
izquierda a derecha).

9. Localizacion subcelular de la proteina Gnt2

La proteina Gntl de S. cerevisiae ha sido funcionalmente caracterizada
como proteina anclada a membrana del aparato de Golgi que pertenece al
conjunto de enzimas de N-glicosilacion. El andlisis de las caracteristicas
estructurales de su ortélogo Gnt2 en F. oxysporum revelé la presencia de
dominios transmembrana de un solo paso en el extremo amino terminal entre los
aminoacidos Cy, y P34 asi como una posible sefial de retencién en Golgi.

Para investigar la localizacion subcelular de Gnt2 se procedio a etiquetar a
dicha proteina mediante fusién traduccional con la proteina verde fluorescente
(GFP) y se analizaron los transformantes obtenidos mediante microscopia de
fluorescencia e inmunoensayos de las fracciones subcelulares tras
fraccionamiento subcelular por ultra centrifugacion.

9.1. Obtencion de mutantes portadores de la fusidn
traduccional GFP::Gnt2

Se obtuvieron estirpes portadoras de la construccion GFP::Gnt2, en los
fondos genéticos wt y Agnt2,obtenidas mediante fusién de la ORF de gnt2 en su
extremo 5’ a la ORF de la proteina verde fluorescente GFP de Aequorea victoria
y bajo la regulacion del promotor y terminador del gen gpdA de Aspergillus
nidulans, utilizando el plasmido p1902 cedido por el Prof. M. Pefialva (CIB-CSIC)
(Figura 24).
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Figura 24. Construccion para el etiquetado de Gnt2 fusionado a GFP.

El escrutinio e identificacion de mutantes que habian integrado Ila
construccion en su genoma y expresaban la proteina fusionada GFP::Gnt2 se
realizé por la fluorescencia detectada mediante microscopia 6ptica de, lo cual
permitid seleccionar los transformantes que mostraron fluorescencia estable y
caracteristicas morfoldgicas y fisiolégicas normales.

9.2. Efecto de la brefeldina A sobre mutantes GFP::Gnt2

El tratamiento con Brefeldina A interrumpe de forma reversible el trafico
vesicular entre el RE y AG ocasionando disgregacién de los saculos (Figura 25)
(Chege & Pfeffer, 1990). Con la finalidad de observar posibles cambios en la
distribucion de la fluorescencia que permitieran localizar la proteina GFP::Gnt2
en el AG, las germinulas de los transformantes GFP::Gnt2 fueron tratadas con
brefeldina A durante periodos de 5-90 min.

tJP:FPFW_L} §::::::;B
5’&)«. \f:—' g _ddds Y t',?\
R D . - '!u,‘_j

Figura 25. Efecto de la brefeldina A sobre la estructura y el tréfico vesicular entre
AGy RE.

La observaciéon al microscopio de fluorescencia reveld la presencia de
acimulos en distintos compartimentos intracelulares en ambas estirpes (wt y
Agnt2), sugiriendo la localizacion de la proteina en compartimentos discretos.

Estos puntos de fluorescencia se desagregaron en otros de menor tamafio
tras el tratamiento con Brefeldina A (Figura 26).
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wt::GFP::Gnt2 Agnt2::GFP::Gnt2

- BFA

+ BFA

Figura 26. Efecto de la brefeldina A sobre la distribucion de fluorescencia en los
transformantes GFP::Gnt2. Imagenes de microscopia de fluorescencia de hifas sin
brefeldina (-BFA) y tratadas con 100 pg/mL de brefeldina (+BFA) tras 5 min de
incubacién.

Este resultado indica la desorganizacion del AG dentro de la célula como
efecto del tratamiento con Brefeldina A. Ello provoca una dispersion de la
fluorescencia observada que implica que la proteina de fusiébn GFP::Gnt2
también sufre modificacion en su distribucién celular. Este resultado sugiere que
Gnt2 es una proteina residente en las cisternas del Golgi.

9.3. Fraccionamiento subcelular y analisis de las
fracciones enriquecidas en Golgi

Para confirmar la localizacion subcelular de Gnt2, se llevé a cabo la
separacion de membranas y organulos celulares en funcion de su masa y
densidad mediante centrifugacion diferencial que permiti6 obtener fracciones
separadas enriquecidas en vesiculas de Golgi (AG) y en reticulo endoplasmico
(RE).

Tras obtener lisados celulares de hifas del hongo portadoras de la fusion
GFP::Gnt2 en fondo wt y Agnt2, los homogéneos se sometieron a centrifugacion
secuencial a baja velocidad hasta la obtencion de fracciones solubles que
contenian una mezcla de organulos celulares. Posteriormente estas fracciones
se sometieron a ultracentrifugacion de equilibrio en gradiente de densidad de
sacarosa (26-54 %) (Figura 27). Las fracciones obtenidas se detallan en la Tabla
16.
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Figura 27. Proceso de fraccionamiento subcelular por centrifugacién diferencial y
ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa.

Tabla 16. Fracciones obtenidas mediante fraccionamiento subcelular.

Velocidad Fraccién Componentes

1.000g Precipitado Nucleos
Centrifugacion

diferencial . -
Reticulo endoplasmico

10.000g Precipitado (P10) Membrana plasmética

Citosol

Aparato de Golgi
Ribosomas y polirribosomas
pequefios

160.000g Sobrenadante (S1-S14)
Centrifugacion

en gradiente de

sacarosa Polirribosomas

160.000g Precipitado (P160) Restos de membrana
plasméticay RE

Las fracciones colectadas se analizaron para determinar las enriquecidas
en AG y comprobar la presencia de GFP::Gnt2.

La identificacion de fracciones se realizé utilizando como marcadores
especificos del AG y RE las actividades enzimaticas GDPasa y Cyt C reductasa,
respectivamente.

Como era de esperar, en ambas estirpes se detecté mayor actividad Cyt C
reductasa en la fraccion P10, y menor actividad en las fracciones S1 a S14 y
P160, con niveles residuales de RE en esta ultima. Las fracciones S1, S2 y S3
de ambas estirpes mostraron mayor actividad GDPasa, con un pico en la
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fraccion S2 que se identific6 como la mayoritaria enriquecida en AG (Figura 28
A).

A continuacion se realizé un analisis Western de las proteinas presentes
en las fracciones purificadas, utilizando el anticuerpo especifico anti-GFP. Como
era de esperar, en ambas estirpes se detecté una banda de 64,8 kDa
correspondiente a la proteina de fusion monomérica GFP::Gnt2 en las fracciones
S1, S2 y S3, siendo mas abundante en S2, confirmando su co-localizacion en el
AG (Figura 28 B).

A
wt::GFP::Gnt2 Agnt2::GFP::Gnt2

|w/nw esejonpas J 349
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Figura 28. Localizacion de la proteina GFP::Gnt2 tras fraccionamiento subcelular de
lisados de estirpes portadoras de la proteina de fusién. A) Actividad enzimatica
especificas GDPasa (rombos blancos), y Cyt C reductasa (rombos negros), como
marcadoras de AG y RE, respectivamente, en las fracciones sub-celulares obtenidas tras
ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa (1 a 14). Se incluyeron en el analisis
alicuotas de las fracciones P10 y P160 (Tabla 16). La linea discontinua representa la
concentracién de sacarosa en cada fraccion. B) Andlisis de hibridacion Western de
proteinas presentes en las fracciones indicadas, utilizando un anticuerpo anti-GFP.
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10. Fenotipos relacionados con pared

Con objetivo de identificar cambios a nivel estructural y molecular en la
pared celular del mutante Agnt2, se realizaron ensayos de sensibilidad y/o
resistencia a compuestos que interaccionan con la pared, asi como ensayos de
afinidad por colorantes especificos, y se determind cuantitativa y quimicamente
el contenido proteico y glucidico de fracciones obtenidas de paredes celulares.

10.1. Sensibilidad a compuestos que interaccionan con la
pared

Para estudiar la respuesta fisiolégica del mutante a compuestos toxicos
que interaccionan con la pared celular, se analizé su crecimiento en medio
sintético (SM) con Calcofluor White (CFW), colorante que interacciona de forma
especifica con la quitina, y Sodio Dodecil Sulfato (SDS), surfactante i6nico que
actla sobre la membrana lipidica y las proteinas.

El doble mutante mostré inhibicién del crecimiento en presencia de ambos
compuestos, presentando menor didmetro y masa flngica en presencia de
CFW, y ausencia de crecimiento en SDS cuando los inéculos fueron inferiores a
10° microconidias (Figura 29). La estirpe complementada mostré fenotipos
silvestre.

SM SDS CFwW
108 5x10? 102 108 5x10%2 107 103 5x10? 102

wt
Agnt2

Agnt2::gnt2

. ®

Figura 29. Crecimiento en presencia de 0,025 % Sodio Dodecil Sullfato (SDS) y
40 pg mL™ Calcofluor White (CFW) de la estirpe silvestre (wt), el doble mutante (Agntzg
y el complementado (Agnt2::gnt2). Se inocularon suspensiones de 10°, 5x10? y 10
microconidias.

111



Tesis Doctoral Loida Lépez Fernandez

10.2. Resistencia al tratamiento con glucanasas

Para profundizar en la caracterizacion de la pared celular del mutante, se
analizo la cinética de lisis y degradacion por accién de enzimas que hidrolizan
los polisacaridos de la pared celular fungica. Las células desprovistas
parcialmente del complejo S-glucano-quitina se vuelven esféricas por la presion
osmética dando lugar a protoplastos que son cuantificados por observacion
microscopica.

La formacion de protoplastos en el mutante resulté 50 % inferior ala del
silvestre, indicando una menor degradacién de su pared. A su vez la estirpe
complementada mostré recuperacién del fenotipo silvestre presentando el
mismo grado de susceptibilidad a la accién de glucanasas y quitinasas que el
silvestre (Figura 30).

Protoplastos(x 2,5 x 105mL1)

20 40 80 100

Tiempo (min}

Figura 30. Formacidon de protoplastos de la estirpe silvestre 4287 (o), del mutante
Agnt2 (A) y de la estirpe complementada Agnt2::gnt2 (A). Las barras indican el error
estandar de tres experimentos independientes.

10.3. Afinidad de la pared celular a Alcian Blue

La afinidad de las células por el colorante Alcian Blue (8GX) esta
relacionada con la composicion de su pared celular, como resultado de las
cargas negativas expuestas en la superficie que se unen a esta ftalocianina
catidnica tetravalente (Vzorov et al.,, 2003) (Figura 31). La capacidad de
interaccionar y formar complejos con carbohidratos 4cidos de glicanos de pared
permite caracterizar la composicién en funcién de la afinidad por este colorante.
Para ello alicuotas de esporas de la estirpe silvestre, el mutante Agnt2 y el
complementado, se trataron con una solucién de Alcian Blue al 0,025 %. Tras la
incubacion y sucesiva centrifugacion, se determiné la cantidad de colorante libre
en el sobrenadante a partir del valor de absorbancia a 620 nm y la conversion a
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valores de concentracion utilizando la la curva patron. La cantidad de colorante
unido a pared celular se calcul6 por deplecion, a partir del valor de colorante
libre en el sobrenadante.

H;C\ N—CHs
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Figura 31. Estructura molecular del Alcian Blue.

Los resultados obtenidos muestran que las esporas del silvestre unian el
95 % del colorante y las del mutante el 65 % (Figura 32). Esta menor afinidad del
mutante sugiere menor cantidad de cargas negativas como resultado de una
distribuciéon y/o composicion alteradas en los polisacaridos de superficie. La
estirpe complementada mostré recuperacién total de la capacidad de unién a
dicho colorante.

A wt Agnt2 Agnt2::gnt2

100

Porcentaje
[4.)
o

Figura 32. Afinidad por el colorante Alcian Blue de la pared de esporas de la estirpe
silvestre (blanco), el mutante Agnt2 (negro) y el complementado (Agnt2::gnt2) (gris).
A) Sobrenadantes tras el tratamiento. B) Porcentaje de Alcian Blue unido. Las barras
representan el error estandar obtenido de tres experimentos independientes.
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10.4. Union de la pared celular a la lectina GS II-FITC

El uso de lectinas para la deteccion de azucares de superficie se basa en
la capacidad de reconocimiento y uniéon reversible a mono- y oligosacaridos
especificos que pueden estar presentes en las proteinas.

La lectina GSllobtenida de la planta Griffonia simplicifolia es una proteina
tetramérica que se une especificamente a residuos terminales de a- y 8-N-acetil-
D-glucosamina (GIcNAc) (Zhu et al., 1996).

Para analizar la presencia de GIcNAc en la pared fangica y determinar
diferencias entre la estirpe silvestre y el mutante Agnt2,se determind la
interaccién entre la lectina GS Il conjugada con el fluoréforo FITC (isocianato de
fluoresceina) y los residuos de GIcNAc terminales en ambas estirpes.

La union de la lectina GS II-FITC a la N-acetilglucosamina terminal se
analiz6 mediante deteccion por citometria de flujo. La fluorescencia emitida por
microconidias tratadas con GS II-FITC se detecté a través del canal FL1, que
determina la intensidad relativa, y el canal auxiliar, que indica la intensidad lineal
emitida y que esté relacionada con el tamafio de las particulas.

Las propiedades de dispersion de la luz en distintas poblaciones se
determinaron a través de los canales SSC y FSC, siendo la intensidad de
dispersion de la luz dependiente de la masa, y de la forma y la complejidad de
cada particula.

La interpretacion de los resultados de intensidad lineal frente a intensidad
relativa revel6 la existencia de una poblacion homogénea (H3) en todas las
estirpes cuyo valor de intensidad lineal se mantuvo constante en un rango de
intensidad relativa entre 0-2x10%; y una poblacién heterogénea (H4) cuyos
valores de intensidad lineal fueron mas altos y dispersos, correspondiendo a
valores de intensidad relativa > 2x10* (Figura 33A). Estos resultados, junto a los
andlisis de dispersion de la luz (Figura 33B), confirmaron la existencia de dos
sub-poblaciones en cada estirpe: la poblacion H3 de células individuales y la
poblacién H4 de células con diversos grados de agregaciéon. El mutante Agnt2
presenté un 20 % de microconidias agregadas mientras que en las estirpes
silvestre y complementada los valores fueron inferiores al 12 % (Figura 34).
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Agnt2::gnt2

d

FSC

Figura 33. A) Fluorescencia de microconidias unidas a GS II-FITC representando emision
de fluorescencia lineal respecto a emision de fluorescencia relativa. B) Histograma de la
dispersion de la luz, representando FSC (dispersion axial de luz) frente a SSC (dispersién
lateral de luz) en la estirpe silvestre (wt), el doble mutante (Agnt2) y el complementado

(Agnt2::gnt2).
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Figura 34. Porcentaje de sub-poblaciones de células individuales (blanco) y células
agregadas (rayado) en las estirpes indicadas.
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La fluorescencia emitida por células individuales de cada estirpe no
mostro diferencias significativas, al igual que las poblaciones agregadas que
presentaron valores medios de fluorescencia muy superiores (Figura 35).

1
]

fﬂl\ k\\\\\\\‘_' 246 Agnt2:gnt2
j | k Ex
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247  Agnt2
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HH 5,4

Numero de eventos

[l ']
B ]
3 s

Fluorescencia relativa (FL1)

Figura 35. Fluorescencia relativa de las sub-poblaciones de células individuales
(H3) y agregadas (H4). A) Histogramas de fluorescencia de la estirpe silvestre (rojo),
mutante Agnt2 (azul) y complementada (verde). B) Valores medios de fluorescencia
relativa en células individuales (blanco) y en células agregadas (rayado).

10.5. Agregacion de hifas

La agregacion de conidias (incubadas tres horas en PDB) tefiidas con la
lectina GSII-FITC se observé mediante microscopia 6ptica de fluorescencia
(Figura 36). Las imagenes mostraron mayor grado de agregacion de conidias en
el mutante con respecto al silvestre y al complementado.
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Agnt2::gnt2

b)

Figura 36. Imdgenes de conidias tefiidas con GSII-FITC observadas al microscopio
oOptico con Nomarski (superior) y con fluorescencia (inferior).

El fenébmeno de agregacién de esporas y germinulas jovenes esta
influenciado por factores ambientales como el pH o la concentraciéon salina del
medio de cultivo (Grimm et al., 2005). La influencia del pH en la interaccién entre
superficies y en la agregacién de germinulas jévenes en las tres estirpes del
hongose cuantific6, en medio sintético con distintos pHs, mediante observacion
al microscopio éptico. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 17. Efecto del pH sobre la agregaciéon de esporas y germinulas a lo largo del
tiempo (medio minimo, 28 °C y 170 rpm) en la estirpe silvestre (wt) y el doble mutante
(Agnt2). Se representa el porcentaje de germinulas agregadas tras 5y 7h de incubacion.

wt Agnt2
5h 7h 5h 7h
pH 2 6 % 19 % 30 % 20 %
pH 3,5 11 % 21% 22% 33%
pH5 10 % 16 % 20 % 43 %
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El mutante Agnt2 mostré mayor agregacion que el silvestre en todas las
condiciones estudiadas, formando agregados constituidos por numerosas
células. Esta agregacion se hizo evidente mediante observacion por microscopia
electrénica de transmision de hifas cultivadas 14 h en medio nutritivo. Las
imagenes muestran agregados de hifas en el mutante que parecen adheridas
entre si por una matriz extracelular, ausentes en la estirpe silvestre. Esta matriz
de naturaleza aun desconocida podria ser la causante de la adhesién y la
compactacion anémala de las hifas (Figura 37).

Ademas, las hifas del mutante Agnt2 mostraron septos de morfologia
aberrante y muy retorcidos comparados con la estirpe silvestre, sugiriendo
defectos en su estructura. Sin embargo no se encontraron diferencias aparentes
en la pared exterior entre el mutante y la estirpe silvestre.

Figura 37. Micrografias electrénicas de hifas y esporas de la estirpe silvestre y del
mutante Agnt2. En el mutante se observan agregacion de hifas con alto grado de
compactacion (flecha blanca), asi como septos torcidos (flecha negra) y material
extracelular cohesionando el micelio (asterisco).
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11. Composicion y andlisis de la pared celular
fungica

La composicién quimica de la pared celular es determinante en sus
propiedades. La pared celular estd formada por carbohidratos que constituyen
hasta el 80 % de su peso seco (Sentandreu et al., 1991). Estos azlcares se
encuentran asociados formando polisacaridos estructurales (homo- y hetero-
polisacaridos), o formando parte de las glicoproteinas. La parte glucidica se une
mediante enlaces N-glicosidicos (N-linked) u O-glicosidicos
(O-linked). Las glicoproteinas de pared se localizan principalmente en la
superficie unidas mediante enlaces covalentes, pero también se pueden asociar
a membranas o al complejo B-glucano-quitina mediante anclaje GPI (Bowman &
Free, 2006).

Con objeto de detectar posibles diferencias en el patron de glicosilacion
de estas proteinas se examind la composicion de la pared celular, en la estirpe
silvestre, el mutante Agnt2 y el complementado, mediante analisis quimicos que
permitieron determinar los glicanos unidos a proteinas de pared.

11.1. Polisacaridos de pared celular

A. Fraccionamiento de paredes celulares

Los componentes de la pared celular se pueden separar en funcién de su
solubilidad en hidréxido de sodio, dando lugar a fracciones solubles e insolubles
en alcali, que a su vez se separan sucesivamente por su solubilidad en agua y
en etanol-agua 1:1 (v/v).

Un analisis preliminar permiti6 comparar la eficiencia de la extraccién de
polisacaridos a partir de paredes purificadas, o de micelio. No se observaron
diferencias significativas entre ambos métodos de extraccion. Por tanto, la
separacion de estos compuestos se realizé sin purificacion previa de paredes
celulares, eliminando los restos intracelulares por sucesivas extracciones con
hidroxido de sodio tras precipitacion con etanol de los polisacéaridos.

Las fracciones obtenidas solubles e insolubles en alcali, agua y etanol-
agua 1:1 se liofilizaron y se analizdé su peso seco (Tabla 18 y Tabla 19). El
porcentaje de pared fungica respecto a la biomasa total se determiné como la
suma total de las fracciones extraidas relativas al peso seco del micelio. Los
porcentajes de pared respecto a la masa de micelio seco resultaron similares en
todos los casos (60-70 % del micelio).

Tabla 18. Fracciones de carbohidratos extraidas de pared celular
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Fraccién Tipo de glicano Propiedades
Complejo
Fl Pl » Insoluble en &lcali y agua
B-glucano-quitina
FO1l
- Soluble en alcali e insoluble en agua
a-glucano
F01S50I Soluble en alcali y agua
F1S50I Insoluble en 1:1(v/v) etanol-agua
FO1S50S O-linked Soluble en alcali (0,1 M NaOH), agua y 1:1(v/v) etanol-
agua
F1S50S N-linked Soluble en élcali (1 M NaOH), agua y 1:1(v/v) etanol-

agua

El complejo B-glucano-quitina se extrajo como fraccién insoluble en alcali
(FI) formando un denso sedimento durante el proceso de extraccion. Esta
fraccion representa el componente mayoritario de la pared celular constituyendo
entre 30-37 % del micelio, segun la estirpe en estudio (Tabla 19).

Se obtuvieron componentes minoritarios de pared, no unidos a proteinas,
como contaminantes de las extraccién con alcali, correspondientes a: fracciones
solubles en NaOH e insolubles en agua (FO1l y F1l, respectivamente), asi como
subfracciones solubles en &lcali y en agua, e insolubles en etanol-agua (FO1S50I
y F1S50I, respectivamente) que fueron analizados e identificados posteriormente
(11.1G) (Tabla 19).

Las fracciones solubles en etanol-agua 1:1 (v/v) FO1S50S y F1S50S
correspondian con los O- y N-glicanos, respectivamente, unidos a proteinas de
pared, siendo generalmente proteinas de superficie. El porcentaje de
carbohidratos en estas glicoproteinas variaba entre estirpes, siendo inferior en el
mutante Agnt2 y similar en las otras estirpes (Tabla 19).

Tabla 19. Peso seco del complejo B-glucano-quitina, de otros polisacaridos
presentes en la pared y de glicanos unidos a proteinas referidos al peso seco del micelio.

Polisacaridos unidos a

Estirpe B-glucano-quitina Otros polisacaridos proteinas
wit 30-37 % 15-20 % 1,6-2%
Agnt2 31-35% 13-24 % 1-1,7%
Agnt2::gnt2 30-33 % 14-26 % 1,1-19%
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B. Purificacion de polisacaridos unidos a glicoproteinas.

Las fracciones de glicanos unidos a proteinas de pared mediante enlaces
O-glicosidicos (FO1S50S) y N-glicosidicos (F1S50S) fueron extraidas tras
tratamiento con alcali, y aisladas por sus propiedades de solubilidad en agua y
etanol-agua. Tras liofilizar se purificaron mediante filtracion en gel, lo que
permitié separar compuestos de distinto peso molecular.

Las muestras se separaron en una columna de Sepharose CL-6B vy las
fracciones eluidas en agua se recogieron en un colector automatico. El
contenido de azlcares se valorg tras reaccion colorimétrica de fenol-sulfdrico y
la masa de los componentes eluidos se extrapol6é de la correspondiente curva
patrén. La calibracion previa de la columna se realiz6 empleando una mezcla
comercial de compuestos de masa molecular conocida (Figura 38).
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Figura 38. Calibracion de la columna de Sepharose CL-6B (60x2, 6cm). A) perfil de
elucién de polisacaridos comerciales y B) recta patron deducida.

En la estirpe silvestre las fracciones O-linked (FO1S) y N-linked (F1S50S)
presentaron perfiles de elucién similares (Figura 39 ). En ambas se identificé un
Unico polisacéarido () de elevado peso molecular, ademéas de picos de menor
intensidad que resultaron ser residuos de polisacéridos de pared. En cambio el
mutante mostr6 mayor complejidad en la composicion de glicanos en ambas
fracciones (O-linked y N-linked) (Figura 39).
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Los perfiles de elucion revelaron la presencia de polisacaridos de elevado
peso molecular (1.000-280 kDa) con una variaciéon de tamaifio gradual (I, II, Il en
fracciones O-linked; I Il, Il y IV en fracciones N-linked). Estos polisacaridos
aparecian en proporciones muy similares en ambas fracciones. Al igual que en
la estirpe silvestre, se identificaron picos de menor intensidad y menor tamafio
correspondientes a residuos de pared celular.

El peso molecular de dichos polisacaridos, deducido de sus
correspondientes perfiles de elucion, corresponde al peso real de las moléculas
sin conformaciones que ofrezcan resistencia hidrodindmica para atravesar el gel.
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Figura 39. Perfiles de elucién de las fracciones O-linked (FO1S50S) A y N-linked
(F1S50S) B de la estirpe silvestre (wt) y mutante Agnt2 mediante filtracion en gel de
sefarosa. Los numeros romanos indican fracciones de purificacién de polisacaridos con
peso molecular decreciente constituyentes de las glicoproteinas de pared celular.
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Para determinar el tamafio real, se analizaron por resonancia magnética
nuclear (RMN) las moléculas purificadas. El resultado fue sorprendente ya que
los espectros RMN revelaron menor tamafio de los polisacaridos purificados
(entre 60-18 kDa) (Tabla 20).

Tabla 20. Caracteristicas de los polisacaridos presentes en las fracciones purificadas
mediante filtracién en columna de exclusién molecular.

L. . Volumen de Equivalencia con Tamafio Tamafio
Fraccion Pico ..
elucion marcador aparente real
wt O-linked | 100-170 mL Azul dextrano- g 1 160 kDa 60 kDa
Dextrano T70
. Azul dextrano-
wit-N-linked | 100- 150 mL 800-1.000 kDa 60 kDa
Dextrano T70
| 110-130 mL Dextrano T70 1.000 kDa 60 kDa
Agnt2-O-linked Il 137-170 mL Dextrano T70 800 kDa 40 kDa
Dextrano T70-
] 170-230 mL 500 kDa 20 kDa
Dextrano T10
| 100-120 mL Azul dextrano 1.000 kDa 60 kDa
Il 123-137 mL Azul dextrano 8.000 kDa 40 kDa
Agnt2-N-linked
1] 142-152 mL Dextrano T70 500 kDa 20 kDa
\ 157-200 mL Dextrano T70 280 kDa 18 kDa

La cuantificacion de los polisacaridos contenidos en las fracciones
extraidas revelé menor cantidad de glicanos con union de tipo N-glicosidico en el
mutante Agnt2 que en la estirpe silvestre, siendo un 30 % inferior en las
glicoproteinas del mutante (Figura 40). Estas diferencias se consideran
estadisticamente significativas, con un p-valor inferior a 0,05 en el andlisis de
T-Student. Sin embargo, como era de esperar, no se observaron diferencias en
la fraccion O-linked.
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Figura 40. Porcentaje de polisacaridos unidos a proteinas de pared respecto al peso
seco de pared, en la estirpe silvestre (wt), el mutante Agnt2 o el complementado
(Agnt2::gnt2). Se representan N-glicanos (gris) y O-glicanos (blanco).

Para determinar la composicion y estructura de los carbohidratos unidos a
proteinas de pared se realizaron analisis quimicos para identificar:

- Los polisacéridos de cada fraccion

- Los monosacéridos que lo componen y sus proporciones
- Los tipos de enlace

- La configuracién anomérica del enlace glicosidico: a 6 8

Los azUcares neutros liberados tras hidrdélisis con acido trifluoroacético
(TFA) 3M seguida de derivatizacién a acetatos de alditol de las fracciones
F01S50S (O-linked) y F1S50S (N-linked) se describen en la Tabla 21. Los
porcentajes de mondémeros en ambas fracciones mostraron valores similares,
siendo siempre la galactosa el mayoritario. En la estirpe silvestre la proporcién
de manosa-galactosa fue 1:2, mientras que en Agnt2 resulté ser 1:1,5.

Tabla 21. Monosacéaridos neutros presentes en las fracciones FO1S50S y F1S50S tras
purificacién en columna. Man: manosa, Glc: glucosa, Gal: galactosa y Ara: arabinosa.

Fracciones Man Glc Gal Ara % recuperacion
wt-O-linked (1) 13 17 22 1,3 57,3
wt-N-linked (1) 10 20 20 - 52
Agnt2-O-linked (I, Il y 111) 13 13 18 1 47
Agnt2-N-linked (1, Iy 1) 15 15 22 - 53

124




Resultados: capitulo 2

En las fracciones O-linked se detectd un bajo porcentaje de arabinosa, y
nada en las fracciones N-linked.

El andlisis mediante espectrometria de masas acoplado a cromatografia
de gases (CG-MS) de las fracciones O- y N-linked de la estirpe silvestre y del
mutante Agnt2 mediante metilacion y derivatizacion a acetatos de alditol,
permitié identificar la composicion y estructura de sus polisacaridos (Figura 41).
De esta manera se identificé un Unico polisacarido presente en fracciones
O-linked y N-linked en ambas estirpes.

B-Galf (1,2,6)
2000000

1500000 hexaop(1-

1000000 a-GlepA(1-4)

a-Manp (1-2)
a-Man p (1-6)
B-Galf (1,6)

Abundancia

500000 B-Manp(1-2)

0|
7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00 13,00

Tiempo de retencion

Figura 41. Andlisis mediante GC-MS de las fracciones O- y N- glicanos de la estirpe
silvestre y el mutante Agnt2. Los monosacaridos fueron identificados por sus espectros
de masas y tiempo de retencion.

Estos resultados permiten concluir que se trata de un polisacarido acido
con esqueleto de galactofuranosa muy ramificado, con sustituciones en el
segundo carbono formando cadenas laterales de un Unico residuo de
glucopiranosa y cadenas de acido glucurénico con residuos terminales de
manopiranosa (Tabla 22 y Figura 42). La a-D-manopiranosa presente en baja
proporcién, constituye el ndcleo (core) del carbohidrato.
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Tabla 22. Tipos de enlace deducidos de andlisis de GC-MS

Monosacaridos Tipo de enlace
—6)-Galf-(1,—
[B-D-galactofuranosa
—6)-Galf-(1—
) —2)-Manp-(1—
[-D-manopiranosa
Manp-(1—
a-D-glucopiranosa Glep-(1—
acido a-D-glucopiranosa —4)-GlcpA-(1—

—6)-Manp-(1—

a-D-manopiranosa
—2)-Manp-(1—

[>6)p-D-Galf{1 >] ,{ »6)p-D-Galf{1 »},,~>{a-manana)
2

B-D-Manp

Figura 42. Estructura deducida del heteropolisacarido acido que constituye la
fraccion glicosidica de las glicoproteinas de pared celular unidas por enlaces O- y
N-glicanos.

C. Analisis quimico de las fracciones insolubles FO1l, F1l, FO1S50I y
F1S50I

Los resultados del andlisis quimico de las fracciones insolubles en agua y
etanol-agua (Tabla 18) y los picos de menor intensidad obtenidos tras filtracion
de las muestras FO1S50S y F1S50S en columna de exclusién molecular (Figura
39) revelaron la presencia del mismo polimero en todas las fracciones
analizadas.
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El andlisis mediante espectrometria de masas acoplado a cromatografia
de gases (CG-MS) de las fracciones de la estirpe silvestre y del mutante Agnt2
mediante metilacién y derivatizacién a acetatos de alditol, permitié identificar su
naturaleza quimica (Figura 43). Se identific6 como un homopolisacarido lineal de
glucopiranosa con enlaces a (1—4) y con escasas ramificaciones en el carbono
6 con un Unico residuo de glucopiranosa (Tabla 23) (Figura 44). Su funcion,
hasta ahora desconocida, podria estar relacionada con el mantenimiento de la
estructura e integridad de la pared celular.

aGlep (1—4)

2400000
@ 2000000
O
c
@ 1600000
ie)
c
3 1200000
0
<

800000

400000 /JL

0“"l""l""LM"'[‘“‘1"f‘\“j'\'|' 1
7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00

Tiempo de retencion

Figura 43. Anélisis mediante GC-MS de las fracciones FO1l, F1l, FO1S50! y F1S50I de
la estirpe silvestre y el mutante Agnt2. Los monosacéridos fueron identificados por sus
espectros de masas y tiempo de retencion.

Tabla 23. Tipos de enlaces deducidos de analisis de GC-MS.

Monosacaridos Tipo de enlace
—4)-Glcp-(1—

a-D-glucopiranosa —4)-Glep-(1,—
—6)- Glcp-(1—
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[>4)a-D-Glcp{154)0.D-Gicp {1-4}-D-Glcp-(1-4)--D-Glcp-{1->4}a-D-Glcp (151

T

1
a-D-Glcp

Figura 44. Estructura deducida del homopolisacarido lineal que constituye las
fracciones insolubles en agua y etanol: agua presentes en la pared de F. oxysporum f.sp.
lycopersici pero no unido a proteinas.
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12. Analisis comparativo del proteoma total del
mutante Agnt2

Se ha realizado un analisis comparativo de las proteinas totales entre la
estirpe silvestre y el mutante Agnt2 con objeto de identificar posibles diferencias
en su abundancia relativa, causadas por modificaciones pos-traduccionales que
pudieran alterar su funcion, localizacion o interaccion con otras proteinas.

Las proteinas totales extraidas de cuatro muestras biolégicas
independientes se visualizaron en geles SDS-PAGE al 10 % de poliacrilamida
(Figura 45).

wi Agnt2

222 kDa

76 kDa

52kDa

38kDa

31kDa

24kDa

17kDa

12kDa e

A = .

Figura 45. Proteinas totales separadas mediante electroforesis en geles SDS-PAGE
al 10 % de poliacrilamida tefiidas con azul Coomasie. M, marcadores de peso molecular.

El analisis proteémico diferencial cuantitativo de ambas estirpes se llevé a
cabo mediante electroforesis bidimensional en geles 2D-SDS-PAGE, en
gradientes inmovilizados de pH entre 5 y 8 (Figura 46). El analisis bioinformatico
de las imagenes digitalizadas de los geles con el programa PDQuest identifico
proteinas con niveles de representacion diferencial en extractos de ambas
estirpes. Se seleccionaron 26 proteinas con diferencias estadisticamente
significativas entre ambas estirpes, de las cuales doce fueron identificadas a
partir de su huella peptidica de masas mediante Maldi TOF y su huella peptidica
de fragmentacion mediante Maldi TOF/TOF (Figura 45).
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Figura 46. Andlisis de proteinas totales mediante electroforesis en geles 2D-SDS-
PAGE (tincién con Sypro). Se indican las proteinas seleccionadas para su identificacion
mediante analisis quimicos. Las graficas en la parte inferior muestran los niveles de
representacion de 15 manchas proteicas en las réplicas seleccionadas mediante analisis
digital bioinformatico de los geles. Las cuatro barras azules indican los valores de
representacion de las proteinas en la estirpe silvestre, y las verdes los valores en Agnt2.
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Tabla 23. Proteinas diferenciales del proteoma de wt y Agnt2 identificadas a partir de su huella peptidica clasificadas de acuerdo a la funcion
biolégica que realizan y la ruta bioquimica en que participan. La abundancia relativa marcada en azul indica las proteinas mas abundantes en wt
y en rojo las del mutante. 1: Localizacion subcelular, 2: Posibles sitios de N-glicosilacién, 3: Punto isoeléctrico y masa molecular (kDa)
tedricos.Se indican C: citosol, Mit: mitocondria, N: nlcleo y Per: peroxisoma.

Spot Gen N° acceso Proteina Funcién biolégica Presencia Loc. Sitios pl/ Mw Comentarios/ Referencias
Wt Agnt2 Celular®  N? tedricos®

Metabolismo

Metabolismo de proteinas
Metiltetrahidropteroil

1 FOXG_12759 triglutamato-homocisteina Biosintesis metionina + -2,47 C 1 5.90/ 86,55
metiltransferasa

6 FOXG_00630 Adenosil-metionina sintetasa Metabolismo metionina + -2,93 C 1 5.77144,31

9 FOXG_09273 Adenosil-homocisteinasa Metabolismo proteinas + -2,32 C 2 5.58/48,91

Metabolismo de carbohidratos

8 FOXG_10275 Fructosa-bisfosfato aldolasa Glucdlisis + -3,00 C 2 5,44/ 39,66

Sintesis de metabolitos secundarios

10 Bik3 FOXG_04755 O-metiltransferasa E:;’;\'/’:r?s: de + 8,01 c 4 5.45 /49,76 Fusarium sp.(Limén et al., 2010)

Respuesta a estrés

F. oxysporum (Prados-Rosales tesis

13 Sscl FOXG_08555 Proteina de choque térmico Chaperona + -5,09 Mit 5 5,68/73,22 doctoral)
21 FOXG_11511 Uricasa Metabolismo de purinas + 2,03 C/Per 1 6,72 /33,89
2,20
16,17y 18 Thil3 FOXG_11035 Sintesis de pirimidina Sintesis de tiamina + 9,08 C 2 5,72/38,33
3,92
19y 20 Sti35  FOXG_10428 Sintesis de tiazol Sintesis de tiamina + 2‘82 CIN 1 5,90 / 34,58 g(‘)ggs"or“m (Ruiz-Roldan etal,
22 FOXG_01103 Hipotética similar a Sti35 Sintesis de tiamina + 2,31 CIN - 5,50/ 33,04

Transporte de electrones

15 FOXG_12350 Citocromo P450 55A1 Des-nitrificacion + 3,29 Mit 4 6,27 /45,18

Proteasas

14 FOXG_17187 Proteina hipotética Proteasa + 2,16 c? 2 5,64 /58,57
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La comparacion del proteoma total de la estirpe silvestre y el mutante
Agnt2 mostré diferencias significativas en la abundancia de proteinas que
participan en biosintesis proteica y de vitaminas, en el metabolismo de azlcares
y en la respuesta a estrés.

Proteinas menos abundantes en la estirpe mutante

Algunas proteinas identificadas con menor nivel de representacién en el
mutante Agnt2 estan implicadas en la sintesis de compuestos nitrogenados,
como la metiltetrahidropteroil triglutamato-homocisteinasa metiltransferasa
(FOXG_12759), adenosilmetionina sintetasa (FOXG_00630) y la
adenosilhomocisteinasa (FOXG_09273). Esto podria redundar en una reduccion
de la sintesis proteica del mutante, como consecuencia de cambios en el
metabolismo primario o secundario. También se observé menor abundancia de
la proteina Sscl (FOXG_08555), identificada como una chaperona mitocondrial
de la familia hsp70 esencial para la importacién y plegamiento de proteinas y
que previene su agregacién en condiciones de choque térmico (Voos & Rottgers,
2002). Por otro lado, se observd una O-metiltransferasa (FOXG_04755) ocho
veces menos abundante en el mutante. Esta enzima es ortéloga de bik3 en
F. fijikuroi y participa en la sintesis de bikaverina, pigmento rojo del metabolismo
secundario de hongos, que algunos clasifican como micotoxina por sus
propiedades antibiéticas (Limén et al., 2010; Wiemann et al., 2009).

Proteinas mas abundantes en el mutante Agnt2

El mutante presentd niveles superiores de algunas proteinas relacionadas
con estrés celular, como por ejemplo Sti35 y Thil3. Estas enzimas intervienen
en la sintesis de tiamina (vitamina B1) participando en la biosintesis de
pirimidina y tiazol, respectivamente. Ambas moléculas estan constituidas por
anillos organicos que unidos por un puente metilo, conforman la molécula de
tiamina (Figura 47). Esta vitamina actla como cofactor enzimético imprescindible
en el metabolismo energético y en la sintesis de las pentosas en procariotas y
eucariotas. Sin embargo su sintesis ex novo esta restringida a procariotas,
hongos y plantas. Estudios recientes relacionan la proteina Sti35 con respuesta
a estrés térmico y oxidativo en F. oxysporum, condiciones que inducen su
expresién (Ruiz-Roldan et al., 2008).
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, pirimidina Anillo de
T tiazol

L
YN\ NHZrS
| l /
NN OH
Figura 47. Estructura quimica de la tiamina.

Por otro lado, Agnt2presentd niveles tres veces superiores del citocromo
P450 55A1, también denominado P450nor (FOXG_12350). Esta hemoproteina,
perteneciente a un extenso grupo de monooxigenasas/oxidoreductasas,
interviene en el transporte de electrones y se presenta en dos formas: una
citosélica y otra mitocondrial (Omura, 2010). La enzima tiene actividad 6xido
nitrico reductasa y esta implicada en procesos de desasimilacion de nitrato, la
reaccion inversa a la asimilacion de nitrégeno, siendo capaz de reducir nitritos y
nitratos hasta su forma gaseosa N,O (Shoun & Tanimoto, 1991).

El aumento del citocromo P450 55A1 en el mutante podria deberse a un
desequilibrio en las especies reactivas de nitrégeno (ERN) en la célula, que
desencadenan la respuesta a estrés. Existen estudios que relacionan el estrés
nitroactivo con la degradacion proteica, como consecuencia del plegamiento
incorrecto de proteinas, con procesos de reparaciéon del ADN y con
detoxificacion de NO (Nittler et al., 2005). En el hongo Histoplasma capsulatum
incrementos en los niveles de P450nor confieren resistencia a estrés por ERN
celular (Nittler et al., 2005).

Por tanto la presencia del citocromo P450nor a niveles hasta tres veces
superiores en el mutante respecto al silvestre, junto con niveles mas altos de la
uricasa FOXG_11511, enzima relacionada con estrés oxidativo y la degradacion
de purinas, podrian indicar niveles superiores de degradacién proteica frente a
proteinas deficientemente glicosiladas y en consecuencia mal plegadas.
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13. Proteinas de pared

13.1. Extraccion de proteinas de pared

Las alteraciones estructurales y funcionales de la pared celular puestas de
manifiesto por el ensayo de unién de Alcian Blue (Figura 32) y por la
observacién microscopica de la agregacién de germinulas y esporas (Figura 36
y Figura 37), indujeron a comparar las proteinas de pared en la estirpe silvestre
y en el mutante. Para estudiar si la ausencia de gnt2 alteraba al conjunto de
proteinas de superficie, se realizdé un analisis comparativo de proteinas de pared
obtenidas con SDS y con laminarinasa de la estirpe silvestre y el mutante Agnt2
(5.16.3).

Las proteinas de pared celular fangica extraidas con buffer Laemli
resultan solubles en SDS y las extraidas con laminarinasa insolubles,
caracterizandose estas Ultimas por el establecimiento de enlaces fuertes con los
polimeros constituyentes de la pared. Para este andlisis, ambas fracciones
proteicas se solubilizaron en 9M urea y 2 % CHAPS vy se visualizaron mediante
electroforesis en 10 % SDS-PAGE. Las proteinas de ambas fracciones
mostraron un rango de tamafio amplio entre 20-76 kDa; aunque la separacion
electroforética de las solubles en SDS mostr6 mayor gradacion, llegando hasta
péptidos de 14 kDa (Figura 48).

Proteinas solubles en SDS Proteinas insolubles en SDS

Agnt2 Agnt2::gnt2 M M wt Agnt2  Agnt2:gnt2

K nHF“ 222 e
.
#

45
31—
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- —

— =
NI o SN ) N VN N VN ¢ N V)
& L FE G F O & G F I FE

Figura 48. Proteinas de pared de la estirpe silvestre (wt), el mutante Agnt2 y el
complementado Agnt2::gnt2extraidas a partir de micelio obtenido en medio sintético (SM)
con distintas fuentes de carbono o nitrégeno: aceite de germen de trigo (WGO) y
casaminoacidos (Ca), sacarosa y glucosa (S+G) y colageno (C).
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Las fracciones solubles en SDS e insolubles en SDS se separaron
electroforéticamente en geles SDS-PAGE 10 %. Se indican los tamafios en kDa
del proteinas patrén utilizadas.

13.2. Identificacién de proteinas de pared

Las muestras se sometieron a una primera separacion mediante
electroforesis en SDS-PAGE al 10 % de acrilamida y tratamiento con la proteasa
tripsina, que hidroliza las proteinas generando péptidos de menor tamafio. Estas
mezclas complejas, obtenidas tras digestion enzimatica, se separaron por
cromatografia liqguida en columna acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS/MS).

La identificacion de las proteinas a partir de sus espectros de masas de
fragmentacion se realizd por comparacion en las bases de datos (PFF, Peptide
Fragment Fingerprinting).

En los extractos proteicos de la estirpe silvestre se identificaron 1.400
proteinas, de las cuales 497 estaban ausentes en los extractos de Agnt2. La
clasificaciébn funcional de las proteinas se realiz6 utilizando la informacion
anotada en la base de datos http://www.uniprot.org. La prediccion de proteinas
hipotéticas se realiz6 por comparacion de las secuencias de amino acidos
mediante andlisis blastp en las base de datos http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ y la
posterior identificacion de proteinas ort6logas.

La clasificacién funcional del conjunto de proteinas ausentes en Agnt2 se
representa en la Figura 49, observandose tanto proteinas no residentes en
pared ni en membranas celulares, como proteinas ribosomales, nucleares y
citosolicas.
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Transduccién de sefii
® Trasporte de metabol
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Metabolismo

Modificaciones postre
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Figura 49. Representacion en % del total de proteinas en extractos de pared celular
ausentes en Agnt2.

De este conjunto, el 20 % se estimaron como asociadas a pared o
relacionadas con procesos de secrecion, incluyendo proteinas del RE y del AG.
La identificacion se llevdo a cabo utlizando las bases de datos
http://www.cbs.dtu.dk/services/ y http://mendel.imp.ac.at/gpi/gpi_server.html para
la determinacion de los siguientes dominios y su localizacion celular:

- Péptido sefal

- Dominios transmembrana

- Anclaje mediante GPI

- Dominios de unién a carbohidratos
- Uni6n a lipidos de membrana

- Unién a proteinas de membrana (membrana plasmatica, membrana de
endosomas y membranas de RE y AG).

- Proteinas asociadas a procesos de secrecion y de endocitosis

Las 91 proteinas identificadas como integrales de membrana,
extracelulares o asociadas a pared celular, presentes en las fracciones de la
estirpe silvestre y ausentes en Agnt2, se clasificaron en base a su localizacion
celular y a su funcién biologica (Tabla 24 y Tabla 25)
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Tabla 24. Seleccion de proteinas de pared ausentes en el mutante Agnt2. Se representa presencia (+), ausencia (-) y abundancia relativa
respecto a la estirpe silvestre (wt) donde los valores negativos indican menor representacion en/Agnt2, y los positivos mayor representacion con
respecto al silvestre (wt). 1: localizacion celular, 2: posibles sitios de N-glicosilacién, 3: valores tedricos de punto isoeléctrico y masa molecular
(kDa). Se indican C: citosol, Mit: mitocondria, V: vesicula, M: membrana, AG: aparato de Golgi, RE: reticulo endoplasmico, MV: membrana de

vesicula, MAG: membrana de aparato de Golgi, MRE: membrana de reticulo endoplasmico RE.

Gen Namero de Proteina Met Funcién biolégica Presencia Loc. Sitios pl/ Mw Identificacion anterior/referencia
acceso extrac. wt Agnt2 celular N2 tedrico®
Transduccion de sefiales
FOXG_01011 Hipothetical SDS GTPasa tipo Ras + - ? 2 8,73/23,97
FOXG_03386 Rho GTPasa SDs Activacion de + - C/IMP 1 9,39/68,93
Ras-2 FOXG_05293 Ras-2 GTPasa SDs GTPasa Ras 2 + - cIMP 1 9,18/ 26,40 g(-)gg)'e"‘sme (Wang & Deschenes,
FOXG_06294 Hipotética SDS Sensor- regulador de unién a calcio + - AGIV 1 4,81/22,03
FOXG_08739 Hipotética SDS GTPasa tipo RAS (endocitosis) + - AG/IV 1 7,64 197,48
Vps21 FOXG_09392 Proteina de vacuola SDS Rab GTPase (endocitosis) + - \ 2 4,94 /24,75 S. cerevisiae (Gerrard et al., 2000)
FOXG_11274 Hipotética SDS Sensor de membrana tipo rodopsina + - MM- - 9,25/32,41
FOXG_11383 ATPasa 3 SDS Transporte de Calcio + - MP/REM 2 6,04 /123,77
FOXG_17753 Hipotética SDS Unién a protein quinasas + - PM - 4,39/12,67
Transporte de metabolitos
FOXG_01480 Hipotética SDS Asociada a translocén + - RE 1 8,62 /28,75
Pmtl FOXG_03668 Manosiltransferasa SDS O-glicosilacion + - MRE 3 6,66 /108,22
FOXG_05364 Familia LEM3/CDC50 SDS De Interaccion con flipasa en translocacion de lipidos + - EMR 6 9,16 / 47,63
Alg3 FOXG_08415 Manosiltransferasa sDS N-glicosilacién + - MRE - 9,53/42,53 glfnggosaq{amentosos (Deshpande et
FOXG_11700 Hipotética DUF590 SDS Proteina de canal de membrana + - MP 2 6,18 /811,06
FOXG_11727 Hipotética SDS Transportador de azticar con dominio MFS + - MP 2 8,39/68,91
FOXG_13067 ATPasa SDS Transporte de cationes + - MP 1 5,59/91,32
Tréfico intracelular y secrecién
FOXG_00407 Anexin XIV SDS Inhibidor de actividad fosfolipasa + - C - 8,32/42,16
FOXG_00780 Adaptin AP-2 SDS Transporte vesicular asociado a clatrina + - AG/E 2 7,64/112,54
Sacl FOXG_01012 Fosfoinositido fosfatasa SDS Implicada en trafico y secrecién de proteinas + - MAG/MRE 4 9,10/80,53
FOXG_01628 Proteina de vacuola SDS Actividad GTPasa (endocitosis) + - \ 3 8,52 /77,09
Panl FOXG_01873 Panl (DUF1720) SDS Unién a actina, endocitosis + - C 5 5,93/158,38 Levaduras (Duncan et al., 2001)



FOXG_02319 Proteina con dominio snare SDS Receptor Snare VIMP 3 9,62 /39,60
FOXG_02422 Hipotética SDS Transporte vacuolar \ 1 8,82/24,20
FOXG_03184 s;%ﬂroai'i_‘néilar alsbs con sSDS implicada en endocitosis c 4 5,92 /48,70 S. cerevisiae (Toret et al., 2008)
Epsin2 FOXG_03290 Epsina 2 con dominio EH SDS Transporte vacuolar mediado por clatrina C 2 5,09 /60,91 S. cerevisiae (Mukherjee et al., 2009)
FOXG_03401 Proteina de unién a oxsyterol SDS Transporte de esterol y homeostasis AG/RE/V 6 6,25/141,53
Sla2 FOXG_03618 ontrol ensamblaje a citoesqueleto  SDS Adaptador de union a clatrina c 2 552 /82,81 ghgﬁfezvci)slii? y C. Albicans (Wang &
Sths FOXG_03648 Proteina similar a Sec14 SDS Transferencia de fosfatidilinositol RE 2 5,03 /44,50
FOXG_04151 Fosfolipasa D1 SDS Hidrdlisis de fosfatidilcoline/ secrecion C 1 5,39/93,14
FOXG_05269 Proteina vesicular de RE SDS Transporte vesicular de RE a AG REN 1 5,67/18,12
FOXG_05358 Proteina con dominios Bar y Sh3 SDS Endocitosis C - 7,071/49,21
Psd2 FOXG_05404 Fosfatidilserina decarboxilasa SDS Biosintesis de fosfatidilcolina RE 4 5,51/84,35 S. cerevisiae (Kitamura et al., 2002)
FOXG_05458 Hipotética con dominio sedlin SDS Transporte de RE a AG \ - 9,30/20,16
Vpsl7 FOXG_06305 Proteina de vacuola SDS Transporte vesicular \ 4 6,28 /66,53
FOXG_07663 Hipotética similar a Usol SDS Transporte de proteinas de RE a AG AG/IV - 8,64 /44,86
FOXG_07936 Hipotética con dominio Uba SDS Endocitosis C 5 4,88/133,62 S. cerevisiae (Gagny et al., 2000)
FOXG_08330 Adaptador AP-2 SDS Unién a cargo o clatrina MV 8 5,86 /79,38 S. cerevisiae (Rad et al., 1995)
FOXG_08416 D-oxidasa de amino &cidos SDS Unién a lipidos MRE/MP 2 6,30/83,50
FOXG_09046 ATPasa 3 SDS Transporte de Calcio en la red trans-golgi MAG? 3 5,49 /117,65
FOXG_09230 Hipotética DUF221 SDS Transporte de AG a membrana plasmatica MAG/MV 4 8,94 /99,92
Mvpl FOXG_10329 Nexina mvpl SDS Transporte vacuolar CIVIMP 5 5,97 /57,93
Rab6 FOXG_10439 Ras GTPasa SDs Unién a GTP, recuperacion de membranas de AG AG 1 7,69 /23,33 /Séﬂgegnzso(lli’l?ntazopoulou &
FOXG_10534 ﬁ;ggggﬂfed 68 de complejo de sDS Tréafico de proteinas del RE al AG 2 5,82 /26,12
FOXG_10698 Tiorredoxina SDS Tréafico de RE a AG C 2 6,89/13,07 (Barlowe, 1997)
FOXG_11880 Hipotética similar a CsaA SDS Chaperona PM 11 6,27 /89,45
Metabolismo primario
FOXG_00832 ;%ﬁ;’;‘;ﬁgﬂf'“c"samma sbs Sintesis de UDP-GIcNAC c - 5,39 /54,69
FOXG_02740 Hipotética SDS UDP glucurosil transferasa MP/MRE? - 6,74 /60,85
FOXG_05406 Colina-fosfato citidilil transferasa SDS Sintesis de fosfolipidos de membrana C 4 6.26 / 48,49
FOXG_08629 ;‘;ﬁﬁ?}f@ﬁg‘;ﬁ’(‘ggﬁ‘\ﬂ) sbs Biosintesis de fosfatidilcolina MP/MRE 2 6,47 /102,31
FOXG_09807 Hipotética SDS Biosintesis de fosfolipidos MP/MRE? 1 6,38 /30,69
FOXG_10166 Hipotética SDS Metiltransferasa (6) RE 1 6,93/33,78 S. cerevisiae (Gaber et al., 1989)
FOXG_13171 Hipotética SDS Retinol deshidrogenasa MP? - 9,05/40,44
FOXG_13821 Esfingosina-1P-liasa SDS Metabolismo de esfingolipidos RE 3 8,72/62,70
FOXG_14824 Hipotética similar a HMG2 SDS Biosintesis de ergosterol RE 1 7,54 141,32




Modificaciones postraduccionales

FOXG_05157 Hipotética SDS Biosintesis de GPI/Hipersensible a CFW MP/MRE? - 9,16 /13,33
FOXG_11659 gggtligasa de sefial | similar a sDS Maduracion de proteinas RE 1 5,37/19,17
Chaperonas
Shr3 FOXG_00358 Proteina de secrecién SDS Chaperona (9) MRE/MP? - 6,30/24,51 S. cerevisiae (Gilstring et al., 1999)
FOXG_08329 Hipotética DUF 1077 SDS Plegamiento de proteinas(9) MRE? - 9,55/20,30
FOXG_11282 Hipotética SDS Chaperona, interviene en trafico de membranas(9) MAG/MV? 2 6,19 /88,43
Biogénesis de pared
FOXG_00159 Cistation B-sintasa B-tionasa SDS Sintesis de aa E 1 6,71/14,22
FOXG_02921 B 1,6 glucanasa }-Sag‘s Biosintesis de pared celular E 1 5,90/48,73
ChsV FOXG_04162 Sintasa de quitina (clase V) SDS Sintesis de quitina en la pared P 11 6,88 /20,69 E'r;é(g:ﬂ%:géygg;‘i gtoﬁ{arg%m)
ChsVb FOXG_04163 Sintasa de quitina (clase V) SDS Sintesis de quitina en la pared P 7 5,59/198,29 F. oxysporum (Madrid et al., 2003)
FOXG_04802 Hipotética SDS B-glucanasa P 5 4,48 /73,33
FOXG_07678 Subunidad a de glucosidasa Il SDS Biosintesis de pared celular E - 5,76 /109,37
FOXG_07845 Hipotética SDS Desconocida E 3 7,68/26,132
FOXG_12172 Hipotética SDS Glicosiltransferasa P 4 8,65/44,23
FOXG_12882 Precursor de endoquitinasa Lam Biosintesis de pared celular P - 5,35/35,61
FOXG_16948 Autolisina SDS Remodelado de pared celular E 8,50/ 65,83
Adhesion
FOXG_00537 Hipotética SDS Matriz extracelular E 1 5,17/21,83 F. oxysporum (Prados-Rosales et al.,
AfpB FOXG_10750 Proteina alcalina SDS Fungispumina P - 9,35/16,30 F. culmorum (Zapf et al., 2007)
Detoxificacion
Tom3 FOXG_02734 B-2 tomatinasa SDS Degradacién de a-tomatina E 7 6,60 / 83,28 gbgg{sl’omm (Pareja-Jaime et al.,
FOXG_10555 Glutation S transferasa SDS Reaccion redox c? 2 5,93/30,39 S. cerevisiae (Choi et al., 1998)
FOXG_17180 catalasa/peroxidasa SDS Degradacion y detoxificacion E 2 6,57 /85,09
FOXG_15236 Transportador resistente a drogas SDS Transporte de poliaminas MP 1 9.29/65,05
Epll FOXG_13198 Snodprotl SDS Respuesta a moléculas de planta E 2 9,39/14,54 T. atroviride (Frischmann et al., 2013))
Respuesta a estrés
FOXG_00378 Proteina de choche térmico SDS ATPasa Mit - 6,65 /88,61
FOXG_05968 Hipotética SDS Regulador de respuesta a estrés C 1 4,84 /31,60
Hidrolasas
FOXG_08084 Hipotética Familia subtilasa SDS Serina proteasa 7 7,24163,23
FOXG_16902 a-N-arabinofuranosidasa Lam Degradacion de pared vegetal - 5,79/51,66
FOXG_16906 Lactonasa SDS Degradacion 4 5,08 /43,20




Otras funciones

FOXG_00505
FOXG_02080
FOXG_02983

Srp54 FOXG_03041
FOXG_03279
FOXG_03582

PTM1 FOXG_09500

Srp54 FOXG_09025
FOXG_15265
FOXG_15733

Hipotética SDS Adaptador de proteinas con repeticiones ankyrin + -
Hipotética DUF 1682 SDS Desconocida + -
Hipotética Lam Dominio WSC de unién a carbohidratos + -
Receptor subunidad a SDS Particula de reconocimiento + -
Hipotética SDS Desconocidad + -
Hipotética SDS Regulador de ubiquitina + -
Proteina integral de membrana SDS Desconocida + -
Particula de reconocimiento 54kDa  SDS Particula de reconocimiento + -
Ceramidasa neutra/alcalina SDS Sintesis de esfingosina (regulacién metabolismo) + -
Protefna con dominio caleosin SDS Estructural + -

RE?
E
RE

A N P O

MP -
C

MP

Cc

MP
MP/MRE

PO N O

5,49/ 20,60
7,80/48,18
4,51/49,01
6,62 /71,50
9,30/99,29
5,62 /50,46
5,49/60,75
9,26/ 56,44
5,32/81,41
5,55/28,92

F. oxysporum (Prados-Rosales et al.,
2009)

Tabla 25. Clasificacion funcional de las proteinas ausentes en Agnt2.

Funcién Numeto de Prot_el’na; cc_>f1 N- Pro;sir:?nsigon Pr’otc_ainas c~0n

proteinas glicosilacion transmembrana péptido sefial
Transduccion de sefiales 7 3 0
Transporte de metabolitos 7 5 6 0
Trafico intracelular y secreciéon 28 32 6 0
Metabolismo primario 9 6 5 0
Modificaciones postraduccionales 3 1 1 0
Chaperonas 3 1 2 4
Biogénesis de pared celular 9 7 2 1
Adhesion 2 1 1 3
Detoxificacion y defensa 7 6 1 2
Hidrolasas 3 2 0 1
Total 91 77 30 11
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El 33 % de estas proteinas posee dominios transmembrana, y el 12 %
presenta péptido sefal (Figura 50 B y Tabla 25). Algunas poseen dominios de
union a fosfolipidos u otras proteinas, lo cual explicaria su localizacién en
membrana o pared celular.

Se destaca en Agnt2 la ausencia de proteinas relacionadas con procesos
de secrecion como: receptores de membrana, de cubierta de vesiculas, con
actividad GTPasa, que intervienen en la formacion de vesiculas, vy
transportadores de calcio, que permiten la fusion de membranas. También estan
ausentes las implicadas en biosintesis de amino acidosy fosfolipidos
(tipicamente citosdlicas), de mecanismos de transduccién de sefiales, como
GTPasa de la familia Ras, que podrian intervenir en sefializacion, y de
biogénesis de pared celular.

Aproximadamente un 85 % de ellas posee al menos una secuencias de
N-glicosilacién (Figura 50 A). Esto sugiere que la N-glicosilacién podria influir en
la composicion proteica de la pared celular y que la ausencia de gnt2 provocaria
ausencia de algunas proteinas superficiales y/o implicadas en tréfico vesicular.

A

Proteinas con sitios de
N-glicosilacién

¥ Proteinas sin sitios de
N-glicosilacion

84,6

Sin dominio transmembrana
= >2 dominios transmembrana
2 dominios transmembrana

1 dominio transmembrana
= Anclaje GP1

67.0

Figura 50. Proteinas de pared (%) con A) posibles sitios de N-glicosilacién y
B) dominios de unién a membrana ausentes en Agnt2.
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13.3. Desglicosilacion de proteinas de pared por
tratamiento con PNGasa F

Las fracciones proteicas extraidas de micelio obtenido de cultivos en SM
(solubles e insolubles en SDS) se resuspendieron en 2 % CHAPS con 9 M urea
para su andlisis tras desglicosilacién con PNGasa F. Esta endoglicosidasa actia
selectivamente entre la primera N-acetilglucosamina del carbohidrato y la
asparragina del polipéptido, y solo escinde los glicanos unidos con enlace
N-glicosidicos. PNGasa F no corta enlaces entre la asparragina y el primer
residuo de N-acetilglucosamina cuando este monosacarido se encuentra a su
vez unido con enlace a (1—3) a una fucosa, caracteristico de algunas
glicoproteinas (Suzuki et al., 2002) (Figura 51).

X O —J %,

¢ _,:% l ) ¥
i o 5 B(1-4) p(1-4)
(%) B(1-4) o Bi1-4) o s /;\I 0 n Asn
: /-5\ Y s
X ’ o ~ v ° %
A

Figura 51. Sitios sensibles a la accién de la desglicosidasa PNGasa F. GIcNAc
(cuadrado azul), manosa (circulo verde) y fucosa (triangulo rojo).

Alicuotas conteniendo 20 pg de proteinas de cada tipo (solubles e
insolubles en SDS) se trataron con 1,25 U de PNGasa F, y el producto de estos
tratamientos se analizé tras separacidon en geles de poliacrilamida (10 %) y
tinciones especificas para proteinas (Coomasie) o glicoproteinas (proQ-
Emerald).

La comparacion de proteinas de pared tratadas o no con PNGasa F no
mostré diferencias de movilidad ni del tamafio aparente en la mezcla de las
proteinas de pared (Figura 52). A pesar de que ambas fracciones contienen
proteinas altamente glicosiladas, como se observa en los geles tefiidos con
proQ-Emerald, la fraccibn glicosidica no se eliminé con PNGasa,
presumiblemente debido a la presencia de enlaces O-glicosidicos.
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A
M wt Agnt2 Agnt2:: gnt2
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Figura 52. Anédlisis de las proteinas de pared de la estirpe silvestre (wt), el mutante
Agnt2 y el complementado Agnt2::gnt2 mediante electroforesis en geles SDS-PAGE
(10 %) tratadas (+) o no (-) con PNGasa F. Tincién con azul Coomasie (izquierda) y con
ProQ-Emerald (derecha). A) Fraccién proteica soluble en SDS. B) Fraccion proteica
insoluble en SDS. Como control del tratamiento se utiliz6 RNAasa B. La glicoproteina
Candy Cane (c) es el control de la tincion proQ-Emerald.

14. Identificacion de moléculas glicosiladas
secretadas por el hongo

Para estudiar la influencia de Gnt2 en la glicosilacién de proteinas y
posibles glicolipidos secretados por el hongo, se purificaron las moléculas
secretadas por el hongo en condiciones especificas de induccion, para su
posterior caracterizacion mediante SDS-PAGE y otros analisis quimicos.

14.1. Enzimas extracelulares

Las proteinas extracelulares se producen para degradar los nutrientes del
medio y facilitar su metabolismo; por tanto dichas enzimas son inducidas por
metabolitos y nutrientes presentes en el medio de cultivo.
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En este estudio se analizaron las proteinas secretadas en medio sintético
conteniendo una de las siguientes fuentes de carbono: aceite de germen de trigo
(WGO), tejido vascular (TVT), casaminoacidos (Ca) o sacarosa y glucosa (S+G).
Los patrones de bandas correspondientes a dichas proteinas observados en
geles SDS-PAGE resultaron muy variables (Figura 53).

wt Agnt2

M WGO TVT Ca S+G WGO TVT Ca S+G

62,2

452

31,0

21,5

Figura 53. Proteinas extracelulares inducidas en la estirpes silvestre (wt) y el
mutante Agnt2 en medio sintético conteniendo como Unica fuente de carbono:
aceite de germen de trigo (WGO); tejido vascular de tomate (TVT); casaminoacidos (Ca)
0 sacarosa y glucosa(S+G). En cada carril se analizaron 6 ug de proteinas que se
visualizaron mediante SDS-PAGE en geles al 12 % poliacrilamida y tincion azul
Coomasie. M indica el patron de peso molecularen kDa.

Por otro lado se analizaron muestras conteniendo 10 pg de proteinas
extracelulares tratadas con PNGasa F, asi como controles sin tratar. Las
muestras se separaron mediante electroforesis y se sometieron a tincion
Coomasie.

La comparacion del patron de enzimas extracelulares tratadas o no con
PNGasa F mostré cambios de tamafio de algunas bandas como consecuencia
de la eliminacion del N-glicano de dicha glicoproteina (Figura 54).

Se observaron pequefias diferencias en el patron de bandas entre la
estirpe silvestre y el mutante, como son la ausencia de algunas bandas que en
el mutante Agnt2 resultaron resistentes a la des-glicosilacion (Figura 54), aunque
resulto dificil discriminar entre proteinas de tamafio similar en gel SDS-PAGE de
una dimension.
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Figura 54. Proteinas extracelulares secretadas por la estirpe silvestre (wt) y el mutante
Agnt2 en medio sintético suplementado con aceite de germen de trigo (WGO), tejido
vascular de tomate (TVT), casaminodcidos (Ca), o sacarosa y glucosa (S+G), separadas
en geles SDS-PAGE al 10 %, tras tratamiento (+) o sin (-) de PNGasa, visualizadas
mediante tincién con azul de Coomasie. Los asteriscosde color gris indican bandas de
proteinas sin des-glicosilar y rojos las proteinas que cambian de tamafio tras tratamiento
con PNGasa.

Para optimizar la separacion de las proteinas e identificar las diferencias
entre ambas estirpes, se compararon las enzimas extracelulares resueltas en
2D-SDS-PAGE. Esto permitié separarlas en funcién de su pl y masa molecular,
y posteriormente identificar los péptidos mediante andlisis de MS y comparacion
de su huella en la base de datos MASCOTT.

Se mezclaron 30 pg de cada extracto proteico, obtenido de cultivos
inducidos en distintas fuentes de carbono (WGO, TVT, Ca y S+G) resultando
una mezcla de 120 pg de cada estirpe. Las cuatro réplicas biologicas
independientes de proteinas extracelulares inducidas, se prepararon de forma
aleatoria mezclando dos a dos cantidades equivalentes de las réplicas, con
objeto de eliminar la posible variabilidad biolégica debida al proceso de
purificacion. Se obtuvieron cuatro nuevas mezclas por cada estirpe, con 120 ug
de proteinas (Tabla 10). Las muestras proteicas se resolvieron en geles
2D-SDS-PAGE vy tras tincion fluorescente con Sypro, las imagenes obtenidas se
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analizaron con el software PDQuest (Bio Rad) para identificar posibles
diferencias en el patrén electroforético del mutante respecto a la estirpe silvestre
(Figura 55).

Agnt2
PM

(kDa) |
66,2—

45,0—

0 L Ll

Spot 1 >  Spot3 Spot4 Spot8 Spot9

Spot5 Spot6 Spot7

Figura 55. Proteinas extracelulares de la estirpe silvestre (wt) y el mutante Agnt2
separadas mediante electroforesis bidimensional y visualizadas tras tincion con
Sypro. Se indican las proteinas seleccionadas para su identificacion mediante analisis
guimico. Las gréaficas de la parte inferior muestran los niveles de representacion de los
nueve spots seleccionados mediante analisis digital bioinformatico de las imagenes de los
geles. Las barras azules indican los valores de representacion de las réplicas en la
estirpe silvestre, y las verdes los valores en el mutante Agnt2.
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El andlisis bioinformatico con el programa PDQuest de las imagenes
digitalizadas de los geles permitié detectar nueve manchas con distinto nivel de
representacién entre las estirpes bajo andlisis (Figura 55), que fueron
posteriormente identificadas mediante comparacion del espectro de
fragmentacion de cada proteina con la base de datos Mascot, identificandose asi
las que se detallan en la Tabla 26.

Tabla 26.Proteinas extracelulares identificadas en el analisis 2D-SDS-PAGE
mediante Maldi TOFF/TOFF MS. Se representa presencia (+), ausencia (-) y abundancia
relativa respecto a la estirpe silvestre (wt). Los valores negativos indican menor
representacion en el mutante Agnt2, y los positivos mayor representaciéon con respecto al
silvestre (wt). 1, localizacion; 2, posibles sitios de N-glicosilacion; 3, valores tedricos de

punto isoeléctrico y masa molecular (kDa).

Spots N° acceso Proteina Funcién biolégica Presencia Loc Sitios pl/Mwtedrico
e — 2 3
wt Agnt2 N s
Hidrolasas
Precursor de :
1y3 FOXG_10138 aspergilopepsina Pepsina + - E 1 4,88 /27,56
Precursor de Proteasa
2 FOXG_03994 endotiapepsina aspartica * E 559/42,57
4 FOXG_16920 a-amilasal Amilasa + -1,7 E 1 5.53/50,55
5 FOXG_02417 LAP2 con dominio PA Aminopeptidasa + - E 1 8.59 /53,70
6y7 FOXG_09102 LAP1 con dominio PA Metalopeptidasa + - E 3 5.21/48,02
Estrés oxidativo
8y9 FOXG_04049 Isoamil alcohol oxidasa Oxido-reduccion +/- 4,9/ + E 3 6.14 /60,70
Proteinas ausentes o menos abundantes en el mutante:

enzimas liticas

Seis manchas proteicas ausentes en el mutante se identificaron como
proteasas extracelulares (spots 1, 2, 3, 5, 6 y 7). Estas proteinas fueron: una
pepsina presente en dos machas proteicas con masas moleculares distintas
(FOXG_10138), una proteasa aspartica (FOXG_03994) y dos leucin amino-
peptidasas (FOXG_02417 y FOXG_09102), de la cuales la segunda se encuentra
representada en dos manchas proteicas con distinto punto isoeléctrico (pl).

Se detectd una Unica proteina menos representada en el mutante e
identificada como una a-amilasa (FOXG_16920) (spot 4).

En conjunto, el mutante Agnt2 mostré deficiencias en cuatro enzimas
liticas, fundamentalmente proteasas, Utiles para la degradacion de proteinas y
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polisacaridos. Esta carencia podria deberse a defectos en glicosilacion que
afecten a su exportacion extracelular.

Proteinas mas abundantes en el mutante; metabolismo
oxidativo

Se detectd una proteina mas abundante en el mutante, identificada como
isoamil alcohol oxidasa (FOXG_04049), relacionada con estrés oxidativo. Esta
proteina se detectdé en dos manchas proteicas con distinto tamafio y punto
isoeléctrico. Una de ellas (spot 8) con un nivel cinco veces superior en el
mutante. El spot 9 solo estuvo presente en el mutante. La presencia de una
proteina con distintos tamafios y puntos isoeléctricos podria explicarse por
diferencias en el estado de glicosilacién y/o dimerizacién.

Todas las proteinas identificadas contienen péptido sefial caracteristico de
proteinas secretadas. Ademas todas presentan de uno a tres posibles sitios de
N-glicosilacién a excepcion de la proteasa aspartica FOXG_03994.

14.2. Lipopolisacaridos

La glicosilacién de lipidos extracelulares para formar lipopolisacéridos o
lipoquitooligosacéaridos es poco conocida en hongos, salvo en micorrizas donde
se ha descrito que pueden actuar como factores de induccién de la nodulacion
(NOD) (Malillet et al., 2011). Estdn compuestos por un esqueleto oligosacaridico,
de composicibn mas variable que los de pared bacteriana, y formados por
glucosamina en el caso de los factores NOD, unida a una o varias cadenas de
lipidos (Figura 56). Concentraciones muy bajas, del orden de 10°-10** M, de
estos compuestos desencadenan respuestas en la planta, esenciales para el
proceso de simbiosis (D'Haeze & Holsters, 2002).

A pesar de que F. oxysporum no establece relaciones simbi6ticas con
ninguna especie vegetal, la secrecién de este tipo de moléculas podria jugar un
papel activo en el proceso de infeccion, como sucede en Rhizobium y en hongos
micorriza (Corradi & Lildhar, 2012; Fraysse et al., 2003).
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R

Figura 56. Ejemplo de estructuras de lipopolisacéaridos. A) Factor Nod de hongos
micorrizas. B) Lipopolisacarido tipico de pared bacteriana.

Con objeto de analizar la existencia de lipopolisacaridos en este hongo y
determinar diferencias en la produccion y/o estructura de los mismos entre la
estirpe silvestre y el mutante causadas por defectos en glicosilacion, se
extrajeron moléculas lipidicas extracelulares producidas bajo condiciones de
induccion en 1 % de &cido glutdmico, utilizando n-butanol como solvente
orgéanico para la extraccion.

La presencia de acido glutamico simula la existencia de material vegetal e
induce y activa la produccién de proteasas y otras moléculas en el hongo para la
degradacion, invasiéon e infeccion de la planta. Los sobrenadantes libres de
células, procedentes de cultivos de la estirpe silvestre y del mutante en estas
condiciones, se sometieron a extracciones sucesivas liquido-liquido con
n-butanol. Este alcohol, debido a su baja miscibilidad en soluciones acuosas,
permite extraer eficientemente lipidos en solucion, por ser éstos mas solubles en
solventes orgénicos que en agua. La recuperacion de la fraccion alcoholica
seguida de evaporacion del solvente, lavado, liofilizacion y resuspension en
agua permitié purificar algunos lipidos extracelulares.
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Los extractos procedentes de 0,7 L de cultivo se concentraron en 20 pL de
agua, alcanzando una concentraciéon de 3 x 10* veces la inicial, y se separaron
para su analisis en geles de poliacrilamida. Tras tinciones especificas con plata
(proteinas y lipopolisacaridos), proQ-emerald (glicoconjugados) y azul Coomasie
(especifico de proteinas) se observaron diferencias importantes entre las
estirpes (Figura 57).

A B C

L wt  Agnt2 Agnt2 wt  Agnt2
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66,2—

21—
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Figura 57. Separacién electroforética de lipidos extracelulares de la estirpe silvestre
(wt) y mutante Agnt2 en geles SDS-PAGE al 12 % y tefiidos con A) plata; B) proQ-
Emerald; o C) Azul Coomasie. M indica el marcador de peso molecular expresado en kDa
(Broad range Bio-Rad), L lipopolisacaridos de E. coli utilizados como control de las
tinciones. Las flechas indican las bandas de lipopolisacaridos identificadas en el extracto
obtenido de la estirpe silvestre.

La estirpe silvestre mostré bandas que estaban ausentes en el mutante
Agnt2, con migracion en gel comprendida entre 21-66,2 kDa (Figura 57 A).

Algo de la naturaleza de dichas bandas se podia deducir de las tinciones
realizadas. Mediante Coomasie se comprobo la ausencia de bandas en ambas
estirpes, lo que ponia de manifiesto la ausencia de proteinas en los extractos
(Figura 57 C). La tincidon proQ-Emerald evidencio que las bandas observadas en
los extractos del silvestre contenian una fraccion glucidica (Figura 57 B). Por lo
tanto, estos datos nos inducen a concluir que posiblemente las moléculas
observadas en la estirpe silvestre en el gel tefiido con plata (Figura 57 A)
corresponden a lipopolisacaridos.

Estos lipopolisacaridos producidos por la estirpe silvestre son un resultado
muy novedoso ya que nunca se ha descrito con anterioridad en hongos
filamentosos no simbiontes.
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Discusion

La hipotesis planteada en este trabajo ha sido que la glicosilaciéon terminal
debe ser esencial para la maduracién y funcionamiento de numerosas
glicoproteinas de superficie y otras extracelulares. En base a este
planteamiento, se esperaria que modificaciones de los glicanos de proteinas de
la via secretora afectaran directamente a la arquitectura y composicion de la
pared celular, y por otro lado a la secrecion de algunas proteinas.

Debido a la cantidad de proteinas modificadas mediante O- y
N-glicosilacién presentes en eucariotas, la glicosilacién proteica abarca muchos
aspectos del funcionamiento celular general. Por ello se ha abordado un estudio
desde varios puntos de vista, funcional, morfol6gico y fisiolégico, y se ha tratado
de dilucidar el papel de las N-acetilglucosamina transferasas (Gnt) en
F. oxysporum, aln bastante desconocidas en especies de hongos filamentosos
y en levaduras.

15. Conservacion de las rutas de glicosilacion en
F. oxysporum f.sp. lycopersici

De todas las rutas de glicosilacion, la N-glicosilacién inicial localizada en el
RE es la mas estudiada en eucariotas, incluyendo S. cerevisiae. Se trata de un
proceso conservado que consiste en la sintesis de un oligosacarido comun y su
transferencia en bloque a residuos de asparragina, potenciales dianas de
N-glicosilacién, seguida de la adicién y eliminacion de residuos de glucosa. Esta
estructura es comldn a todas las proteinas N-glicosiladas y su alteracion
ocasiona desérdenes y patologias. Un ejemplo son aquellas ligadas a
alteraciones de la glicosilacion en humanos (CDG), causadas por defectos en
enzimas del RE que participan en la N-glicosilacién, revisado por Sparks y
Krasnewich (1993).

La divergencia en el procesamiento de N-glicanos se produce en las
etapas localizadas en el AG. En mamiferos se eliminan manosas y se adicionan
galactosa, fucosa y &cido sidlico, sin embargo en S. cerevisiae no se elimina
ningun residuo y se extiende el manano formando uno o dos tipos de estructuras
(Munro, 2001).

El andlisis in silico realizado en este trabajo ha permitido identificar las
proteinas que participan en glicosilacion en F. oxysporum ortélogas a
S. cerevisiae, y detectar la ausencia de once proteinas del AG. Dentro de las
proteinas presentes se observa un numero de paralogos, destacando el caso de
Gntl que en F. oxysporum presenta seis miembros de esa familia génica.

Otros estudios han revelado la importancia de la glicosilacion de proteinas
llevada a cabo en AG, ya que la deficiencia en monosacaridos adicionados al
“core”, sintetizado previamente en el RE, también altera la funcion y la pauta de
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secrecion. La hipoglicosilacion proteica puede causar patologias graves en
mamiferos.

En el trabajo realizado por Xu y colaboradores (2010) se describe el
efecto que provoca la ausencia de los transportadores CMP-acido sidlico y
GDP-fucosa del AG, causando acumulacion de glicoconjugados y estrés en el
RE; y resultando en la inhibicibn de la sintesis proteica, retencién de
glicoproteinas en el RE y reduccién general de la secrecion proteica, tanto de
proteinas glicosiladas como no glicosiladas.

16. Papel de ScGntl y sus ortologos de
F. oxysporum en la elongacién de N-glicanos

La contribucién de la N-acetilglucosamina transferasa ScGntl en la
extension de N-glicanos en S. cerevisiae no es clara, ya que las estructuras de
sus N-glicanos son polimeros de manosa ramificados. Yoko-o y colaboradores
(2003) destacaron la ausencia de la N-acetilglucosamina transferasa Gntl como
causante de una masa menor del N-glicano unido a la lisozima de huevo G40N,
proteina heter6loga modificada con un Unico sitio de N-glicosilacién, introducida
en el genoma de S. cerevisiae para demostrar la funciéon de este gen sobre la
N-glicosilacion.

En mamiferos, los monosacéridos de GIcNAc adicionados en el AG sirven
como punto de ramificacion, no obstante se desconoce si en S. cerevisiae y en
F. oxysporum estan en posicion terminal o son monosacéaridos que implican
puntos de ramificacién (bisecting). Cabe sefalar que ninguno de los genes
responsables de N-acetilglucosamina transferasas del AG en mamiferos (GnTl,
GnTII, GnTlll, GntlV y GnTV) tienen ort6logos en S. cerevisiae o F. oxysporum,
lo que podria ser indicativo de una funcion diferente a la desempefiada por los
Gnt de hongos. Por esta razén, nos inclinamos a pensar que la funcién de estos
genes en F. oxysporum es la adicion de GIcNAc en posiciones terminales,
aunque no tenemos evidencias definitivas.

Por otro lado, la presencia en F. oxysporum de seis paralogos demuestra
una elevada redundancia funcional. Sin embargo, el analisis filogenético de las
proteinas deducidas permitié su clasificacién en dos grupos, uno integrado por
Gntl, Gnt3 y Gnt7, y otro por Gnt2, Gnt4 y Gnt6. Segln este modelo, y
apoyandonos en el elevado grado de conservacion y en la existencia de al
menos un gen en otros hongos, cada grupo estaria formado por varios
parélogos.

La existencia de dos grupos conservados podria ser consecuencia de una
diversificacion funcional, es decir, aunque su funcién sea afiadir GIcNAc a los
N-glicanos durante su elongacion en el AG, lo harian sobre diversos sustratos o
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estableciendo distintos tipos de enlaces, como sucede en mamiferos (Castilho et
al., 2011).

La demostracion de que Gnt2 reside en el AG, mediante localizacion en
los mutantes de la proteina etiquetada con GFP bajo el control de un promotor
fuerte, es consistente con la localizacion descrita para Gntl de S. cerevisiae
(Yoko-o et al., 2003) en la region medial del AG. En las imagenes de
microscopia de fluorescencia se aprecia el cambio de fluorescencia en las hifas
antes y después del tratamiento con brefeldina A, indicando la disgregacién de
los saculos del AG por efecto de este compuesto. Estos resultados, junto con el
andlisis Western de fracciones subcelulares de los mutantes GFP::Gnt2,
evidencian su localizacion en el AG.

17. Alteraciones de la pared celular causadas por
defectos en N-glicosilacion

El aspecto de las colonias del silvestre, del mutantes Agnt2 y del
complementado Agnt2::gnt2, en presencia de compuestos toxicos o enzimas
liticas que interfieren con la pared celular y/o la membrana plasmética nos ha
permitido identificar las alteraciones en la pared de Agnt2.

El mutante resulté ser mas sensible a CFW y SDS, compuestos que
interfieren con la quitina y la membrana plasmaética, respectivamente. Una
caracterizacion posterior de la pared utilizando el colorante Alcian Blue que
interacciona con las cargas negativas expuestas en su superficie, y la resistencia
a enzimas de degradacién, confirmé que la pared del mutante presentaba
modificaciones significativas respecto al silvestre. Se observo un descenso del
35 % en su capacidad de union al Alcian Blue, lo que significa menor cantidad o
exposicién de azlcares acidos y/o grupos fosfato terminales en su pared. El
mutante ademas mostr6 mayor resistencia a la degradacion de la pared por
accion de enzimas liticas de pared, posiblemente por la compactacion y/o la
ramificacion de los polisacaridos de pared.

Estos resultados indican que el mutante presenta cambios en su
composicion y/o distribucion de polisacaridos. El analisis quimico de la pared y la
cuantificacion de los N- y O-glicanos unidos a proteinas de pared aportan
evidencias directas de la implicacién de Gnt2 en la N-glicosilacion, mostrando
una disminucion significativa (30 %) de N-glicanos en el mutante Agnt2, con
cadenas de galactofuranosa de menor grado de polimerizacién que la estirpe
silvestre. La estirpe complementada recuper6 el fenotipo silvestre en cuanto al
grado de polimerizacion, sin embargo su contenido total de N-glicanos resultd
menor. Este resultado se podria explicar si las dos copias de gnt2 introducidas
en el mutante hubieran recombinado resultando en menor expresion que en el
silvestre.
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La reduccion en la masa de N-glicanos de pared, se podria justificar por
una hipoglicosilacion proteica, consecuencia de menos N-glicanos unidos a cada
proteina y/o menor longitud de estos polisacaridos, o alternativamente, por una
cantidad inferior de glicoproteinas.

Otro dato interesante es la composicion idéntica de los N- y O-glicanos de
las proteinas de pared. Ambas fracciones mostraron estar constituidas por
cadenas de galactofuranosa ramificadas con manosa, glucosa y acido
glucurénico, formando galactoproteinas, en lugar de manoproteinas
caracteristicas de levaduras como S. cerevisiae. Estos resultados concuerdan
con Leal y colaboradores (2010) que identificaron distintos glicanos unidos a
proteinas de las pared en varias especies fangicas.

17.1. Diferencias en las proteinas de pared del mutante
Agnt2

La relacion entre la deficiencia de Gnt2 y el contenido proteico de la pared
se ha analizado mediante un abordaje protedmico identificando numerosas
proteinas. Sorprendentemente muchas de éstas no corresponden con proteinas
tradicionalmente descritas como residentes en pared o membrana plasmatica.
Aunque autores como Bowman y Free (2006) sefialan que la presencia de
proteinas citosolicas es habitual en la pared celular fangica, y no es
consecuencia de contaminacién por proteinas intracelulares. Nuestros analisis
se centraron solo en proteinas de pared, de membrana, extracelulares e
implicadas en rutas de secrecion.

Tras el andlisis comparativo de estas proteinas entre ambas estirpes, se
detect6 la ausencia de 91 proteinas en los extractos de pared del mutante, entre
las que se destacan las siguientes:

Sintasas de quitina (FOXG_04162) ChsV y (FOXG_04163) ChsVb
Endoquitinasa (FOXG_12882)

Hidrolasas de pared (FOXG_12882, FOXG_16948)

Otras hidrolasas: (FOXG_08084, FOXG_16902, FOXG_16906)

Glucanasas (FOXG_04802, FOXG_07678)

Glicosiltransferasa (FOXG_12172)

Fungispumina (FOXG_10759)

GTPasas (FOXG_01011, FOXG_01628, FOXG_10439)

Peroxidasa (FOXG_17180)

Tomatinasa (FOXG_02734)

Efectores extracelulares (FOXG_13198) Epll y (FOXG_16948) proteina lysM
Fosfolipasa D (FOXG_04151)

Transportadores de membrana (FOXG_11700, FOXG_11727, FOXG_13067)
Transporte vesicular y receptores (FOXG_02319, FOXG_06305, FOXG_08330)
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La mayoria se encuentran ancladas mediante dominios transmembrana
(33 %) o anclaje GPI (1 %) y presentan sitios posibles de N-glicosilacién (84 %).
Las proteinas de pared ausentes en el mutante se podrian explicar por un
estado de hipoglicosilacion. Por otro lado, la ausencia de proteinas relacionadas
con el trafico vesicular no sorprende puesto que la reduccion en la secrecion de
proteinas es una respuesta indirecta al estrés por defectos en glicosilacion,
descrita con anterioridad (Liu & Kaufman, 2003; Xu et al., 2010).

17.2. Mayor agregacion de hifas en el mutante Agnt2
causada por alteraciones de la pared

El estudio de la morfologia de las hifas mediante microscopia de
fluorescencia y microscopia electronica de transmision (TEM) ha puesto de
manifiesto la agregacion anormal de germinulas durante el crecimiento del
mutante. Las imagenes obtenidas por TEM han mostrado la unién superficial
entre hifas vecinas, que al establecer un contacto amplio parece provocar la
deformacion y aplastamiento de algunas hifas.

Considerando en su conjunto estos resultados, se concluye que la
presencia/ausencia de N-glicanos en la pared influye sobre la capacidad de
adhesién de las hifas. Esta hip6tesis concuerda con el trabajo de Lamarre y
colaboradores (2009) que describen que los polimeros de galactofuranosa de
pared en A. fumigatus atentan la capacidad de adhesion de las hifas. Por tanto,
la agregacion observada en el mutante seria consecuencia del menor contenido
en N-glicanos identificados como galactofuranosas en su pared celular. Ademas,
esta adhesién estaria favorecida por la produccion de una inusual matriz
extracelular observada en las imagenes TEM. Este material extracelular
producido durante el crecimiento favoreceria la cohesion, aunque se desconoce
por el momento su composicién quimica.

Ademas de las alteraciones en la pared de Agnt2, se observé una
morfologia irregular en los septos que aparecian anormalmente torcidos y
sinuosos, a diferencia de los dela estirpe silvestre. Esto nos llevé a considerar
que la ausencia de las sintasas de quitina ChsV y ChsVb observada en los
extractos de pared del mutante podria estar relacionada con defectos de los
septos. En un trabajo previo realizado por Martin-Urdiroz y colaboradores (2008)
en nuestro grupo, se describe la participacion de las sintasas de quitinas ChsV y
ChsVb en la formacién de septos en F. oxysporum. Considerando también que
estas enzimas se encuentran fuertemente glicosiladas con once y siete sitios
hipotéticos para N-glicosilacion, respectivamente, los defectos observados en el
septo de Agnt2 podrian ser consecuencia del estado de glicosilacion alterado en
ambas enzimas.
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18. Alteraciones del contenido proteico
relacionadas con defectos en glicosilacién en
Agnt2

18.1. Produccién de enzimas de secrecion en el mutante
Agnt2

Los datos obtenidos tras el andlisis proteémico sobre proteinas de pared*
y proteinas extracelulares® permiten correlacionar la ausencia de enzimas
extracelulares en el mutante con su reducida virulencia. Se han identificado las
siguientes enzimas involucradas en hidrélisis de componentes celulares,
detoxificacion y remodelacion de la pared, ausentes en Agnt2, ademas una
amilasa menos representada, y una alcohol deshidrogenasa mas abundante:

Enzimas proteoliticas: pepsina2 (FOXG_10138), proteasa aspértica2
(FOXG_03994), proteasa serinica’ FOXG_08084), metaloaminopeptidasa2
(FOXG_09102), aminopeptidasa® (FOXG_02417).

Enzimas para la degradacion de azUcares: amilasa’ (FOXG_16920),
arabinofuranosidasa’ (FOXG_16902), autolisina’ (FOXG_16948).

Enzimas de des-toxificacién: -2 tomatinasa® (FOXG_02734), peroxidasa1
(FOXG_17180), isoamil alcohol oxidasa’ (FOXG_04049), snod* (FOXG_13198).

Endoquiti nasa’ (FOXG_12882) y ;ti'-glucanasas1 (FOXG_02921, FOXG_07678)

Proteina de matriz extracelular' (FOXG_00537)

La produccion de compuestos y proteinas extracelulares durante la
infeccibn en hongos fitopatdgenos son factores determinantes para la
patogénesis, entre estas destacan las que degradan paredes vegetales, la de
biosintesis de toxinas, las que protegen frente a defensas de las plantas
hospedadoras y las de morfogénesis relacionadas con la infeccion (ldnurm &
Howlett, 2001; Movahedi & Heale, 1990). Por esta razon se destacan las
proteasas y las hidrolasas de carbohidratos identificadas en este trabajo,
capaces de degradar la pared del hospedador y facilitar asi la invasion de
tejidos.

Algunas enzimas descritas por su papel frente a compuestos téxicos
producidos por la planta, como las tomatinasas, contribuyen a una infecciéon mas
eficiente ya que hidrolizan la a-tomatina y los productos generados, suprimiendo
asi la respuesta de defensa de la planta durante la infeccion (Ito et al., 2004;
Pareja-Jaime et al., 2008). En el caso de la -2 tomatinasa (FOXG_02734)
detectada Unicamente en la estirpe silvestre (identificada como Tom3), se trata
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de una enzima de expresion constitutiva secretada sin el compuesto inductor
(a-tomatina) (Pareja-Jaime et al., 2008).

La autolisina FOXG_16948, solo detectada en la estirpe silvestre, pertenece
a un conjunto de enzimas extracelulares, de membrana o de pared celular con
motivos LysM de unién a carbohidratos con funciones muy diversas (hidrélisis,
receptores y/o efectores). Identificadas inicialmente en bacterias y fagos,
actualmente se han caracterizado algunas en hongos patdégenos y saprofitos
que actian como factores de virulencia al suprimir la respuesta de defensa en el
huésped. La union de estas proteinas a oligosacaridos de quitina y a GIcNA
parece estar relacionada con procesos de secuestro y/o enmascaramiento de
estos azUcares de pared facilitando asi el proceso de infeccién y evitando la
activacion del sistema inmune del huésped (de Jonge & Thomma, 2009).

Otra enzima secretada con funcién en defensa es Snodl (FOXG_13198),
proteina exclusiva de hongos filamentosos con propiedades téxicas y secretada
en respuesta a la defensa del huésped.

Por otro lado, el producto del gen FOXG_17180 ausente en el mutante, es
una peroxidasa extracelular bifuncional exclusiva de hongos fitopatégenos
responsable de la degradacién de compuestos con potencial redox y ligninas,
importante para la penetracion del huésped y el crecimiento invasivo como han
descrito Zamocky y colaboradores (2012).-Estudios de la N-glicosilacion de
peroxidasas fangicas revelan la importancia de esta modificacion cotraduccional
para su estabilidad en condiciones adversas de pH y temperatura (Tams &
Welinder, 2001).

También se identific6 una isoamil-alcohol oxidasa, cuyas dos isoformas
correspondientes al distinto punto isoeléctrico y masa molecular de la proteina,
resultaron mas abundantes en el mutante Agnt2, estando una de ellas ausente
en la estirpe silvestre. Este hecho se podria explicar por defectos en
N-glicosilacion y por consiguiente en el proceso de secrecidon. Especificamente,
se trata de una de las ocho alcohol oxidasas extracelulares identificadas en
Fusarium con dominio de unién a FAD y dominio berberina, ambos sobre-
representados en los genomas de oomicetos fitopatdgenos (Seidl et al., 2011).
Aunque su funcién en otros ascomicetos esta relacionada con el metabolismo
oxidativo, algunos autores relacionan estas enzimas con la produccion del
guimio-atrayente isovaleraldehido y el mantenimiento de la homeostasis i6nica
(Petrovic et al., 2002).

Otra enzima relevante por su papel en virulencia es la proteina de matriz
extracelular (FOXG_00537), también ausente en el mutante Agnt2, cuya ortéloga
EMP1 en Magnaporthe grisea es un factor de virulencia conservado en
ascomicetos filamentosos (Ahn et al., 2004; Soanes et al., 2008).
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Nuestros resultados indican que la ausencia de glicoproteinas
extracelulares en Agnt2 esta relacionada con defectos en glicosilacion, y que
algunas de estas enzimas con sitios susceptibles de N-glicosilacién, podrian
resultar factores de virulencia en F. oxysporum.

18.2. Produccion de enzimas relacionadas con rutas de
secrecion y sefializacion en el mutante Agnt2

La ausencia de algunas proteinas que participan en procesos de
secrecion, regulacion de endocitosis y sefializacion observada en el mutante
Agnt2 posiblemente se deba a la reduccion general de su secrecién por
alteraciones en la glicosilacién. Algunas de estas proteinas son factores
relacionados con virulencia, como la fosfolipasa D (Liscovitch et al., 2000),
GTPasas tipo Ras, y las proteinas con dominio Pan relacionado con interaccion
entre proteinas y adhesion celular en hongos patégenos (Liscovitch et al., 2000;
Soanes et al., 2008).

Resulta relevante la ausencia en Agnt2 de una fosfolipasa D (PLD)
(FOXG_04151), considerando que es una glicoproteina asociada a membrana,
con funciones en regulacion y sefializacion molecular mediada por fosfolipidos.
Estudios recientes sobre PLDs en hongos han permitido conocer su implicacion
en esporulacién, dimorfismo (Hube et al., 2001; Liscovitch et al., 2000; Sun et al.,
2008) y patogénesis (Li et al., 2012). En este ultimo trabajo se analiza el papel
de la ortéloga PLD1 en A. fumigatus y su relacion con patogénesis.

Otra proteina ausente en el mutante es la proteina de membrana
transportadora de fosfatidilinositol ortéloga a Secl4 (FOXG_03648), participante
en la transduccién de sefiales via fosfolipidos. Destaca también la ausencia en
el mutante de GTPasas tipo Ras y tipo Rab relacionadas con endocitosis,
ATPasas transportadoras de cationes imprescindibles para el transporte activo
de moléculas, proteinas de trafico de vacuolas como epsina y nexina, proteinas
de cubierta y sus receptores, y proteinas SNARE.

Como se ha mencionado antes, el estrés por defectos en glicosilacion
puede desencadenar ajustes metabdlicos como reduccidn de la sintesis proteica
y la acumulacién de proteinas en el AG. Los resultados descritos en este trabajo
indican que el mutante Agnt2 carece de algunos componentes del sistema de
secrecion y de transporte vesicular, posiblemente consecuencia de los defectos
en la glicosilacién que provoca la ausencia de Gnt2 en el AG.
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18.3. EI mutante Agnt2 presenta modificaciones en la
abundancia de algunas proteinas intracelulares.

El andlisis de proteinas intracelulares revel6 que el mutante no es
deficiente en ninguna proteina intracelular, aunque si tiene alteraciones en la
abundancia relativa de alguna de ellas. Este resultado es coherente con el
hecho de que las glicoproteinas son menos abundantes a nivel subcelular. Sin
embargo, cuando las células sufren estrés se producen cambios del proteoma
que equilibran la homeostasis. La mayoria de las investigaciones sobre defectos
en glicosilacién se centran en alteraciones a nivel de RE que generan fuerte
estrés celular y desencadenan una serie de reacciones y cambios de expresion
en genes que reparen los dafios y eliminen las proteinas defectuosas (UPR).

Existen estudios en hongos filamentosos que analizan los cambios a nivel
de transcripcidén que sufren la células sometidas a estrés por mal pegamiento de
proteinas que conducen a estrés del RE, que han demostrado represion y
activacion de genes que codifican proteinas que participan en plegamiento y
degradacion de proteinas, trafico vesicular, sintesis de pared celular,
metabolismo de aminoacidos y de lipidos, factores de transcripcion y proteinas
de glicosilacién (Graf et al., 2008; Guillemette et al., 2007).

De acuerdo con resultados obtenidos en otros hongos filamentosos, si
Agnt2 sufriera estrés fuerte causado por la produccién de proteinas defectuosas
o la alteraciéon del funcionamiento normal del proceso de glicosilacion, se
esperaria una respuesta proteémica con incremento de proteinas chaperonas
hsp70 y hsp40 de citosol, RE y mitocondria, de proteinas asociadas al complejo
de degradacion, y a la vez, menor presencia de proteinas de transporte y del
metabolismo de aminoacidos.

En nuestro caso, no se detectaron chaperonas de RE, Golgi o citosol mas
abundantes en el mutante; por el contrario se observé que una chaperona
mitocondrial Sscl relacionada con choque térmico era cinco veces menos
abundante que en la estirpe silvestre. En un principio este dato resultd
contradictorio, sin embargo el hecho de que esta proteina presente cinco sitios
posibles de N-glicosilacién sugiriere que su menor abundancia no se debe a un
ajuste metabdlico, sino a un defecto en glicosilacion. La N-glicosilacién aporta
estabilidad a las proteinas y al estar hipoglicosiladas, si son activas y se
localizan correctamente, resultan mas inestables y con menor tiempo de vida
(Clark et al., 2004).

Por otro lado, la reduccién de enzimas participantes en la sintesis de
aminoacidos y metabolitos secundarios y el aumento de otras relacionadas con
estrés, es coherente con la respuesta esperada a estrés celular del mutante. Se
detectaron menos enzimas del metabolismo de la metionina y de sintesis de

163



Tesis Doctoral Loida Lépez Fernandez

pigmentos (O-metiltransfera), y mas proteinas de estrés, como Thil3 y Sti35, en
Agnt2. También resulta relevante la abundancia de citocromo P450nor
(FOXG_12350) del mutante, una enzima des-toxificadora multifuncional
relacionada con estrés (Shoun et al.,, 2012). En condiciones metabdlicas
normales se producen especies reactivas de nitrégeno (ERN) toxicas para la
célula, destacando las rutas de degradacién de proteinas y la autofagia como
procesos de produccion de estas moléculas nitroactivas. La citocromo P450nor
cataliza la desasimilacion del nitrdgeno sin consumir oxigeno, en un proceso
eficiente y similar al de bacterias. Segun datos recientes de Shoun vy
colaboradores (2012) la detoxificacién implica actividad peroxidasa que le
permite actuar en respuesta al estrés oxidativo. Nitler y colaboradores (2005)
analizaron la induccion por ERN de genes de estrés y establecieron una relacion
directa entre la degradacion de proteinas ERAD (Endoplasmic Reticulum
Associated Degradation) y la induccién de un conjunto de proteinas, entre ellas
P450nor. En base a estos estudios, una explicaciéon al nivel tres veces superior
de la citocromo P450nor en el mutante podria ser un metabolismo de
degradacion de proteinas mas acelerado consecuencia de defectos en proteinas
o en glicosilacién.

Estos resultados revelan que los cambios en el proteoma del mutante no
se deben a estrés por UPR (Unfolded Protein Reaction) o del RE, sino un estado
mas elevado de degradacion proteica que, segun nuestra hipétesis inicial,
estaria causado por defectos en la glicosilacién de proteinas.

19. Sensibilidad a temperatura en el mutante
Agnt2

La principal consecuencia del incremento de temperatura es la pérdida de
plegamiento, condicionando la funcionalidad e inestabilidad de las proteinas. Sin
embargo los organismos soportan el estrés térmico gracias a sistemas de
defensa muy conservados, como la expresion de chaperonas y algunas
proteinas de choque térmico que protegen y reparan el dafio del proteoma. Se
ha propuesto la relacion entre estrés térmico y estrés oxidativo, de tal forma que
tras el choque térmico se producen especies reactivas de oxigeno y ciertos
compuestos oxidantes (Kim et al.,, 2006). Davidson y colaboradores (1996)
describieron que mutantes deficientes en catalasa, superéxido dismutasa y
citocromo ¢ peroxidasa eran hipersensibles al choque térmico.

La temperatura Optima de crecimiento de Fusarium es 25-30 °C y se
considera choque térmico temperaturas superiores a este rango, dependiendo
también del tiempo de exposicion. En este estudio se ha comprobado que
Fusarium es incapaz de crecer y desarrollarse a partir de esporas si se someten
a temperaturas superiores a 36 °C de manera continuada.
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El mutante Agnt2 resultdé mas sensible al incremento de temperatura,
siendo incapaz de crecer a 35°C. Los analisis de proteinas intracelulares
muestran la relacién entre esta termo-sensibilidad y el desequilibrio o deficiencia
en proteinas relacionadas con estrés térmico (chaperonas Sscl y Shr3), con
estrés oxidativo (peroxidasa e isoamil alcohol oxidasa) y con respuesta a estrés
celular (Thil3 y Sti35).

Por un lado la estabilidad de las glicoproteinas esta condicionada por su
contenido en glicanos, por lo que defectos en N-glicosilacion en el mutante
conducen a menor termo-tolerancia y mayor estrés (Clark et al., 2004). Este
efecto se potencia por la ausencia de chaperonas como Sscl, y en
consecuencia, la célula responde produciendo proteinas relacionadas con estrés
celular, como Thil3 y Sti35, como se observa en el mutante.

Por otro lado el estrés térmico genera estrés oxidativo y ello explicaria el
incremento detectado en la isoamil alcohol oxidasa. Estas diferencias en el
proteoma del mutante y en la estabilidad de sus proteinas, justificaria la menor
tolerancia a temperaturas elevadas.

20. Menor capacidad de fusion vegetativa entre
hifas en Agnt2

La fusién entre conidias e hifas vegetativas es un fenémeno caracteristico
de hongos filamentosos que, combinado con el crecimiento apical y la
ramificacion, conducen al desarrollo de colonias formadas por una red de hifas
interconectadas. Esta unién facilita la comunicacion y permite el intercambio de
agua, nutrientes y sefiales moleculares, representando una ventaja para la
colonizacion, en condiciones naturales donde la distribucion de nutrientes no es
uniforme (Roca et al., 2005).

La base molecular de la fusion es desconocida, aunque se han
identificado algunos genes esenciales para la formacién de puentes de fusion en
distintos hongos y la patogénesis (Charlton et al., 2012; Prados Rosales & Di
Pietro, 2008). Durante la fusién de hifas en N. crassa se han identificado tres
etapas para el establecimiento de puentes de fusion, las proteinas y los
mecanismos de sefializacion implicados (Aldabbous et al., 2010; Fu et al., 2011,
Glass et al.,, 2004). Al inicio del proceso hay un crecimiento dirigido donde
intervienen quimio-atrayentes y componentes de la cascada de MAP kinasas.
Tras el acercamiento de sus extremos, de las hifas se adhieren y comienza el
proceso de remodelacion de la pared, que implica la hidrdlisis del punto donde
se producira el canal de fusion y el reforzamiento de la region periférica para
evitar la lisis osmética. Por ultimo las membranas se fusionan.

En este trabajo se ha determinado la capacidad de fusién mediante
cuantificacion de las hifas con puentes de unién y la observacién del grado de
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aglutinacion del micelio en condiciones nutricionales limitantes, lo que reveld
menor formacién de puentes de anastomosis en el mutante y por tanto un
micelio menos interconectado. Esta deficiencia podria estar relacionada con la
disminucién de enzimas liticas de pared observada en el mutante
(B-glucanasas), y con la alteracion en glicoproteinas de la pared.

Para identificar los mecanismos moleculares que participan en la fusion de
hifas vegetativas seria necesario un analisis global de las proteinas que
intervienen en la transduccion de sefales, el trafico vesicular, la hidrélisis de
pared y la fusion de membranas en condiciones que favorezcan la fusion
vegetativa.

21. Comportamiento patotipico: virulencia
reducida en Agnt2

La capacidad reducida para invadir los tejidos del hospedador y la menor
virulencia mostrada por el mutante pone de manifiesto la contribucion de la
glicosilaciébn terminal de proteinas en la patogénesis fungica. Aunque
desconocemos la base molecular de la reduccion en virulencia, los resultados
obtenidos se podrian explicar por alteraciones en la pared celular, y la secrecion
deficiente de enzimas extracelulares liticas y de defensa en el mutante. Estas
alteraciones fisiologicas apenas afectan al crecimiento del hongo en condiciones
favorables, pero en entornos hostiles conlleva una menor competitividad para
colonizar e invadir los tejidos, tanto en plantas como animales, como Galleria
mellonella, recientemente utilizado como modelo animal (Navarro-Velasco et al.,
2011). El hecho de que el mutante exhiba virulencia reducida en ambos
sistemas (vegetal y animal), pone de manifiesto que esta reduccion sea una
alteracién en mecanismos generales de patogénesis.

22. Los lipidos como posibles moléculas diana
de gnt2 y su relacidon con patogénesis

Aunque el mutante presenta algunas alteraciones morfolégicas Yy
fisiologicas que determinan menor capacidad de desarrollo y resistencia, no
podemos descartar la existencia de factores adicionales, bien extracelulares o
de pared, relacionados con la comunicacién planta-patégeno que estén
modulando su virulencia.

Es bien conocida la importancia de la pared y la secrecién de compuestos
extracelulares en la interaccion célula-célula con la propiedad que tienen
algunas moléculas ligandos para desencadenar reacciones y procesos de
reconocimiento. El reconocimiento de algunos compuestos favorece Ila
resistencia al patdgeno, por lo que su enmascaramiento favorece la invasién por
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parte del hongo. Otros elicitores del hongo actian desencadenando o inhibiendo
la defensa del huésped de forma especifica (Ortoneda et al., 2004).

La comunicacion entre el patdogeno y el huésped implica moléculas
extracelulares que actian como mensajeros, alcoholes, feromonas, compuestos
volatiles o lipidos. Se ha descrito que esta comunicacién condiciona la respuesta
de defensa del huésped y modula la expresion de determinantes de virulencia
(Cottier & Muhlschlegel, 2012).

Christensen y Kolomiets (2011) analizaron el papel de las oxilipinas
fungicas y concluyeron que su sintesis y secrecion es una respuesta a
moléculas de defensa elicitadas por la planta. Estos lipidos extracelulares
activan el desarrollo, la esporulacion y la produccién de metabolitos secundarios
en el hongo, resultando factores especificos de virulencia. También se ha
descrito la secrecién de lipopolisacaridos en hongos micorrizas y su funcion
reguladora en el establecimiento de la simbiosis, un hallazgo novedoso teniendo
en cuenta que estos compuestos eran tradicionalmente considerados exclusivos
de bacterias simbiontes (Maillet et al., 2011)

De acuerdo con estos hallazgos sobre el papel de algunos lipidos
extracelulares en patogénesis y comunicacién interespecifica, nuestro trabajo
también ha enfocado la busqueda de lipopolisacaridos secretados por
F. oxysporum y su posible conexion con gnt2. La identificacion mediante
tinciones especificas de una fraccion lipidica y otra glucidica en los extractos
extracelulares del silvestre, planted la hipétesis de la secrecién de lipidos
glicosilados con funcion en la comunicacion y el reconocimiento. Su ausencia en
el mutante indicaria que Gnt2, como otras glicosiltransferasas del AG,
participaria en glicosilacion de proteinas y de lipidos. No obstante, harian falta
andlisis quimicos adicionales que aportasen datos precisos sobre el estado de
glicosilacion de estos compuestos, ya que los resultados obtenidos son
preliminares e insuficientes para confirmar esta hipétesis. Sin embargo,
representa una nueva linea de investigacion dirigida al estudio de la produccion
de lipidos extracelulares, y el analisis de su estructura y posibles funciones en la
comunicacion y la patogénesis fungica.
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El genoma de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici contiene una
compleja familia génica de N-acetilglucosamina transferasas (Gnts) con
siete representantes (gnts) paralogos entre si, todos ellos ortélogos a
GNT1 de Saccharomyces cerevisiae.

Entre los paralogos identificados existe una duplicacién del gen gnt2,
con ambas copias localizadas en distintos cromosomas.

La proteina deducida Gnt2 se localiza en las cisternas del aparato de
Golgi y participa en la maduracion y elongacion de los N-glicanos de
algunas proteinas de pared, asi como de otras intra- o extracelulares.

La ausencia de Gnt2 afecta a las proteinas de pared causando
disminucién de la masa total y menor grado de polimerizacién de los
glicanos unidos a sus proteinas diana.

La ausencia de Gnt2 altera las propiedades fisico-quimicas y la
composicién glicoproteica en los mutantes, resultando en mayor
sensibilidad a compuestos toxicos que reaccionan con pared y
membrana celular, asi como en patrones aberrantes de agregacion de
hifas y septacion, con la formacion de septos torcidos.

Los mutantes Agnt2 muestran un perfil proteico alterado: con
desaparicién de enzimas de degradacién de pared vegetal, proteinas de
detoxificacion de compuestos oxidantes y tomatina, de metabolismo de
aminoacidos, de matriz extracelular, de remodelacion y biogénesis de
pared; estando menos representadas algunas de rutas de secrecion, o
por el contrario, aumentando otras de respuesta a estrés o del
metabolismo del nitrégeno.

Los defectos de N-glicosilacion del mutante Agnt2 resultan en mayor
sensibilidad al estrés térmico y menor produccion de puentes de
anastomosis hifal (CATS).

Gnt2 participa, aunque no es esencial, en el desarrollo de la enfermedad
de F. oxysporum f.sp. lycopersici en ambos sistemas modelo, el vegetal
sobre plantas de tomate Lycopersicum esculentum, y el animal sobre la
larva de la polilla de la cera Galleria mellonella; resultando el mutante
defectivo retrasado en la colonizacién del hospedador y en el desarrollo
de la enfermedad.
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