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neutralidad, se llevaron a cabo las pruebas D de Tajima, D*y F* de Fu & Li, y la
prueba de diferencias sinénimas y no sindnimas. Todas las pruebas mostraron que
existe una desviacion de la neutralidad, teniendo como resultado valores positivos, o
gue sugiere que la poblacién pudiera estarse viendo afectada por una fuerza de
seleccion sobredominante sobre el locus estudiado.

Algunas clases de Chs estan involucradas en la patogenicidad, por lo tanto en
condiciones de laboratorio pudiera ser que alguna de las clases no se exprese. Con el
analisis de expresion se observé que la clase VI de las Chs no se expresa bajo estas
condiciones, lo que podria suge e esta clase pueda estar involucrada en eventos
de infeccion o que se exprese et. __._s condiciones de cultivo.







It has been determined that some Chs classes are involved in pathogenicity, therefore,
under laboratory conditions it would be « | acted that some of the classes are not
necessarily expressed. With the analysis of expression was observed that the CHS
class VI is not expressed under these conditions, which might suggest that this class
may be involved in infection events or expressed in other culture conditions.

Xii






Introduccion

et al., 2008). M. fijiensis se encuentra ampliamente distribuido en la mayoria de los

paises productores del mundo, incluyer las regiones bananeras de México.

Actualmente se cuenta con el genoma completo secuenciado de una cepa virulenta de
M. fijiensis, con un tamafio estimado de 74.1 Mb, contenido en 56 scaffolds
principales, incluyendo un total de 3 903 modelos de genes (Churchill, 2011).

Dentro de su genoma se enct tran secuencias de genes probables de quitina
sintasas, las cuales no han sido estudiadas, por tal motivo en el presente trabajo se
analizaron fragmentos de los genes de quitina sintasas de diferentes cepas de M.
fiiensis, mediante el aislamiento y secuenciacién de cada uno de los fragmentos
pertenecientes a cada clase de Chs, se realizaron analisis de filogenia y se llevaron a
cabo pruebas de neutr_. lad: D de Tajima, D* y F* de Fu & Li y prueba de
substituciones sinénimas y no sinénimas, con el fin de conocer qué tipo de presion
selectiva se encuentra ejerciendo  bre estos fragmentos de genes CHS. También se
llevé a cabo un analisis de exp | por medio de RT-PCR de una de las cepas de M.
fijiensis, para saber que genes CF  se expresan bajo condiciones de laboratorio.
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hongos solamente se conoce la reproduccion asexual, bien porque no se
conocen las condiciones adecuadas para que se desarrolle a forma sexual o
porque ésta se ha perdido a lo largo de la evolucién. Aunque la reproduccién
asexual puede lograrse por fragmentacion de las hifas, también llamada
reproduccién vegetativa, ya que cada fragmento puede producir una nueva
colonia, normaimente los hongos se reproducen, tanto sexual como
asexualmente, por medio de esporas.

H. Cuentan con una distribucién generalmente cosmopolita, pero hay especies y
formas de distribucion restringida o endémica, en particular las simbidticas y
parasitas, cuyo desarrollo depende de la presencia del simbionte o del
hospedero, la cual a su vez estd ligada a un determinado habitat.

|.  Los hongos que presentan =cimiento levaduriforme generalmente dan lugar a
colonias lisas semejantes a 5 bacterianas en medios de cuitivo sdlido. Dichas
colonias estan formadas por agregados de células individuales (3-10 x 5-30
um) denominadas levaduras. Los hongos levaduriformes se dividen por
gemacidén o por fisién binaria. Er  gunos casos las células hijas no se separan
de la célula madre, formandose cadenas cortas denominadas seudohifas. Los
hongos que presentan este tipo de crecimiento, denominado seudomicelio, dan
lugar colonias sir res las que producen los hongos levaduriformes en
medios solidos.

J. Laclave para el crecimiento de la hifa fungica se encuentra en el apice, debido
a la polaridad de la misma y a la secresién de enzimas degradativas. Ei
citoplasma del apice extremo estd ocupado casi exclusivamente por vesiculas
secretoras y microvesiculas. En los hongos superiores, las primeras estan
dispuestas como una cubierta esférica alrededor de las microvesiculas, la
formacion completa es llamade  )itzenkdrper o “cuerpo apical’.

K. Los cuerpos de Woronin, son organulos proteicos que pueden estar
estrechamente agrupados cerca del poro central, son estructuras globosas o
cristales hexagonales compuestos esencialmente por una proteina y estan
rodeados por una membrana. Miden 150-500 nm de anchura y son lo

suficientemente grandes como para bloquear el poro del septo, actuan
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tipicamente menos abundante que las proporciones de glicoproteinas o glucano de la
pared, sin embargo la quitina es esencial para la sobrevivencia de los hongos. La
composicion de la pared celular esta sujeta a cambios y puede variar dependiendo de
las condiciones y la etapa de crecin  to. Los componentes de glicoproteina, glucano
y quitina estan extensamente entrelazados para formar una red compleja, que forma la
base estructural de la pared celular (Bowman & Free, 2006).

La quitina es un polimero cristalino que esta formado por unidades de N-acetil-D-
glucosamina por medio de enlaces " -1,4; usualmente se encuentra asociada con otros
polisacaridos y proteinas. La quitina se encuentra como componente principal de los
exoesqueletos de crustaceos, insectos, moluscos, nematodos (Veronico ef al., 2001) y
es un componente esencial denf de  pared celular de los hongos. La quitina se
encuentra ampliamente distribui  y es el segundo polisacarido mas abundante en la
naturaleza, después de la celulosa, con al menos 10 gigatoneladas que son
sintetizadas y degradadas cada aflo en la bidsfera. Sin embargo, esta ausente en
vertebrados y en plantas super s, y por lo tanto representa un blanco importante
para el desarrollo de compuestos antimicrobianos con el fin de controlar enfermedades
causadas por hongos en humanos y en cultivos (Magellan et al. 2010; Martin-Urdiroz
et al. 2008; Choquer et al., 2004).

La quitina es vital para la integridad de  pared celuiar y septos de los hongos, ya que
proporciona fuerza a través de los enlaces de hidrégeno de las multiples cadenas de
quitina organizadas en microfibrillas (E i et al., 2005).

Los diversos efectos causados por la inhibicion en la sintesis de quitina por medio de
farmacos o por la disrupcién genes involucrados en la misma durante el
crecimiento, morfologia y virulencia de Jos hongos, comprueba que la quitina juega
muchos papeles importantes en el mantenimiento de la integridad de la pared celular
(Abramczyk & Szaniszlo, 2009).

Se considera que la quitina es un compone menor pero de gran importancia
estructuralmente en la pared celular de los hongos levaduriformes. Mientras que en
éstos constituye del 1 al 2% total del peso seco, para los hongos filamentosos, el
contenido de quitina se ha reportado que pt e ser hasta de un 40% del total en peso
seco (Martin-Urdiroz et al., 2008, Banks et a/., 2005).
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los genes CHS dentro de 61 genomas de hongos de diferentes géneros y phyla; en
este estudio se reporta que la mayor cantidad de genes de quitina sintasa se
encuentran en el hongo filamento:  Phycomyces blakesleeanus, con 21 genes CHS
pertenecientes a las clases Il, IV, V y 3 que no han podido ser clasificados, mientras
que la levadura Schizosaccharomyces pombe cuenta con un solo gen CHS,
perteneciente a la clase |.

La clase V de quitina sintasas, aparentemente se encuentra presente sélo en hongos
filamentosos y en algunos hongos dimérficos y polimérficos que producen hifas
verdaderas (Liu et a/, 2004).

La sintesis de quitina ha si mayormente caracterizada en la levadura S. cerevisiae,
la cu: tiene genes que codifican tres Chs. Chs1, una Chs de clase |, esta
involucrada en la reparacién de la pared celuiar de Ia célula hija, que es hidrolizada por
quitinasas durante la divisiéon y separac.... celular. Chs2, una Chs de clase I, que se
requiere para la formacién del septo primario durante la citocinesis; la expresion de
CHS2 parece estar estrechamente r¢ lada a través del ciclo celular. Finalmente,
Chs3, una Chs de clase IV, genera el 90% de la quitina en S. cerevisiae; Chs3
sintetiza el anillo de quitina que aparece en la yema naciente, sintetiza la quitina de la
pared lateral, y la quitina de la par.. ¢ espora. Los niveles de CHS3 como los de
CHS1 permanecen constantes dur e el ciclo celular \.anks et al., 2005; Kozubowski
et al,. 2003; Osmond et al., 1999)

La sintesis de quitina en los hongos es un proceso bastante complejo, regulado por
familias muitigénicas que codifican isoenzimas de quitina sintasas, algunas de ellas
redundantes, cuyas actividades  :den ser :guladas espaciaimente y estrictamente
para cumplir con los varios papeles adscritos a ellas (Nifio-Vega et al., 2004).

Es probable gue cada una de siete clases de Chs sea funcionalmente divergente
en los fenotipos, dependiendo tanto de los cambios en la estructura de dominios y la

divergencia global de sus secuencias,

La quitina sintasa de Clase |, ScChs1p de S. cerevisiae, repara la quitina dafiada
durante la separacion de céluias (Cabib et al., 1992). Sin embargo, para los casos de
CaChs2p y CaChs8p de C. albicans, 1bas pertenecientes a la clase |, no se les
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propor na una mayor actividad in vivo, sino que también es necesaria como factor de
virulencia (Garcera-Teruel et al., 2004). WdChs5p, una quitina sintasa de clase V en
Wangiella dermatitidis, es necesaria para el crecimiento a la temperatura de infeccién
y es esencial para virulencia; este reporte evidencié por primera vez que una quitina
sintasa puede ser un factor especifico de virulencia en un hongo patdégeno de
humanos iu et al., 2004), asi la clase V de las Chs es de particular interés debido a
gue ha sido reportada como factor de virulencia esencial en algunos hongos
patégenos de plantas y humanos (Treitschke et al., 2010). — | Magnaporthe oryzae, la
quitina sintasa de clase VI, tiene un papel impo nte en la formacién del apresorio y

por lo tanto es importante para le iccion del hospedero (Kong et al., 2012).

Se sabe que el gen AfchsD, pertenecier  a la clase VI en A. fumnigatus, se expresa
durante el crecimiento de hifas (Mellado et 1996b), mientras que en M. oryzae, es
importante para virulencia (Kong et al., 2012).

En Botrytis cinerea, se han aislado ocho genes pertenecientes a distintas clases de
Chs (Magellan et al., 2010) y Coccidioides posadassi cepa Silveira contiene una sola
copia de cada uno de ias sietes 1ses genéticamente distintas de quitina sintasas
de hongos (Mandei et al., 20086).

En Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, patégeno de tomate, se han aislado y
caracterizado cinco genes implicados en  sintesis de quitina, chs1, chs2, chs3, chs7
y chsV, pertenecientes a las clases |, Il, Il y V, respectivamente (Martin-Urdiroz et al.,
2008).

Se han realizado estudios en diversos hongos que han mostrado que la eliminacion de
CHS resulta en un debilitamiento de la pared celular y causa crecimiento anormal de
las hifas asi mo también del apresorio. Consecuentemente las CHS realizan un
papel crucial en la infeccién de pl  as (Treitschke et al., 2010).

Mediante el uso de tecnologias de interrupcién de genes, se ha observado que
muchas de estas quitina sintasas contribuyen directamente en la integridad de Ia pared
celular y morfogénesis de la célula. En hongos patégenos, algunas contribuyen directa
o indirectamente a la virulenc iu el  2004). Por ejemplo se ha reportado que la
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.6  Variacién Intraespecifica

La composicién de una comunidad esta fuertemente influenciada por la diversidad
genética de los individuos que la componen y por lo tanto debemos considerar cémo
en una comunidad, la variacién de los genotipos, y no s6lo de las especies, puede
contribuir al funcionamiento de un osistema (Wilkinson et al., 2010)

La variacion fenotipica dentro de las especies puede ser considerable, y cuando esta
variacion se expresa a través de 5 rasgos de importancia ecoldgica, la diversidad
intraespecifica se convierte en un componente importante de la biodiversidad (Hughes
et al., 2008; Bangert et al., 2005)

Aunque la biodiversidad es estim: comunmente como el nimero de especies, las
especies no son el inico componente clave de la biodiversidad. Se reconoce cada vez
mas que las funciones y propiedades de una comunidad estan conformadas por la
diversidad genética de los individuos que la constituyen. De hecho, se ha reportado
que diversidad genética tiene efectos significativos sobre la productividad primaria,
la competencia intraespecifica y sobre los flujos de energia y nutrientes (Seena et al.,
2012).

Los organismos patdégenos cominmente poseen variacion intraespecifica ocurriendo
naturaimente para rasgos asoci 2s con patogenicidad ¢ virulencia. Los estudios de
interaccién patdgeno-hospedero con frecuencia no reconocen estas variaciones,
especialmente en los estudios de patégenos necrotréficos de plantas, donde las bases
moleculares de defensa son en an parte desconocidas (Williamson et al., 2007;
Glazebrook, 2005; Oliver 8 )cho, 2004).

El mecanismo de defen: de las plantas contra patégenos biotroficos estd mediada
principalmente por el reconocimiento especifico de los productos de genes de
avirulencia (avr) del patégeno, _ :cta o indirectamente por los productos de genes de
resistencia (R) de la planta (Jones Dangl, 2006).

La variacion intraespecifica en It genes avr de patégenos es comun, ya que estos
genes se cree que confieren una ventaja selectiva al patégeno en ausencia del gen R
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1.6 Teoria Neutra de la evolucién

La teoria neutra propone que la inmensa mayoria de las nuevas mutaciones caen en
una de dos categorias: perjudiciales o selectivamente neutras (Kimura 1983). Se
espera que las mutaciones perjudiciales sean eliminadas rapidamente, debido a la
seleccion natural y por lo tanto probablemente contribuyen poco a la variaciéon dentro
y entre las especies. Por ofro lado, las mutaciones que son selectivamente
equivalentes a los alelos ya presentes en la poblacién, se espera que tengan
dindmicas regidas por la deriva génica como lo son los cuellos de botella o el efecto
fundador y que compensen la gran mayoria de las variaciones observadas tanto
dentro como entre las especies. Se espera que las mutaciones benéficas sean
extremadamente raras y que contribuyan poco a los patrones de variacion en las
secuencias de ADN (Ford, 2002).

En general, los patrones de variacién en la secuencia de ADN sostienen uno de los
aspectos clave de la teoria neutr - que muchas de las diferencias observadas dentro
y entre las especies son no adaptativas (Hughes, 1999; Kimura, 1983). Por ejemplo,
existe una amplia correlacién negativa entre la importancia funcional de un sitio de
nucleétidos y su tasa de sustitucion. Los sitios que supongan un cambio en una
proteina o un cambio en la regulacién de genes son en promedio mas conservados
gue los sitios no funcionales, tal y como predice la teoria neutral. Ademas, gran parte
de los genomas de muchos org  mos contienen ADN no codificante que no tiene
funcic  conocida, y la mayoriad s mutaciones en estas areas son supuestamente
neutras.

Otro aspecto de la teoria neutral que no esta bien sustentado por los patrones de
dat de la secuencia de ADN es la hipétesis de que las variaciones adaptativas en el
ADN se espera que sean extremadamente raras. Estrictamente hablando, esto puede
ser cierto en una base de nucleétido por sitio, teniendo en cuenta que muchos
cambios en la tercera posicion del codoén, intrones y las regiones no codificantes a
menudo pueden ser selectivamente juivalentes. Sin embargo, la fraccion de los
genes para los que hay pruebas de selecciéon positiva puede ser mayor que lo
postulado por la teoria neutral (Ford, 2002).
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Tajima demostrd por simulacién en una computadora que la estadistica D descrita
anteriormente puede ser modelada utilizando una distribucidn beta. Si el valor D de
una muestra de secuencias esta fuera del intervalo de confianza, entonces se puede
rechazar la hipétesis nula de mutacion neutral para la secuencia en cuestion.

Un valor positivo indica un exceso de alelos de frecuencia intermedia (polimorficos),
mientras que un valor negativo indica un exceso de alelos raros. La hipétesis nula de
la prueba D de Tajima corresponde a la evolucidon neutral en una poblacién en
equilibrio. Esto implica que no hay seleccidén actuando en el locus y que la poblacion
no ha experimentado ningln crecimiento o contraccién reciente (Tajima, 1989).

Aungue la estadistica D de T " a se utiliza cominmente como una prueba de
seleccién natural, ésta es confu  1a con la influencia de la historia de la poblacién.
Por nplo, una seleccién balanceada puede dar un valor positivo para D de Tajima,
sin embargo, los procesos demograficos tales como la reduccién de la poblacion,
subdivision de la poblacién, un cuello de botella reciente (Maruyama & Fuerst, 1985), o
la migracion también pueden producir este resultado. Del mismo modo, la vinculacién
a un barrido selectivo o una cc  purificadora en el locus estudiado puede
generar un valor negativo para D. n embargo, este patrén también puede ser debido
a un crecimiento en la poblaci (Maruyama & Fuerst, 1984), un cuello de botella
menos reciente, o por migracion. Se pueden tener valores D positivos o negativos con
diferentes niveles de migracion (Schmidt & Pool, 2002).

En resumen, D proporciona una' diferente para conocer a fondo la historia evolutiva
de una secuencia particular de nucledtit

D = 0: No hay evidencia de cambios en el tamafio de la poblacion o de cualquier
patrén particular de seleccién en el locus.

D <0: El tamario de la poblaciéon puede estar aumentando o puede haber seleccion
purificadora en este locus.

D> 0: La poblacién pudo haber sufrido un cuello de botella reciente (o estar
disminuyendo) o puede ser prueba de seleccion sobredominante en este locus.

I.6.1.2Prueba de Fu y Li

En 1993 Fu y Li propusieron un sque ligeramente diferente para probar fa  olucion
neutral. Las pruebas estadisticas D y F requieren datos de polimorfismo intraespecifico
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sitio, la estimacién del numero de sitios sindnimos y no sinénimos, y la contabilidad
para relaciones de transiciones/transversiones afiaden una complejidad considerable
para el problema, especialmente para secuencias muy divergentes (Yang & Nielsen,
2000; Nielsen, 1997).

Las pruebas de relacion dn/ds no requieren de ninguna suposicién sobre la estructura
de la poblacién o condiciones de  uilibrio, y por lo tanto pueden proporcionar pruebas

convincentes sobre todo de seleccion positiva.

En el étodo de Nei-Gojobori (1986), las substituciones sindnimas y no sindénimas se
determinan calculando el numero observado de substituciones sindnimas y no
sinénimas y el nimero de sitios con substituciones potencialmente sindnimas y no
sindnimas. Los sitios potencialme..._ sinébnimos y no sinénimos son descritos a partir
de cada codén asumiendo que existe igual probabilidad de cambio para todos los
nucleétidos. I numero de sitios potenciaimente sinénimos {s) y no sinénimos (n) para

un codén especifico es calcuiado con uiente relacion:
3

S = fi
i=l

n=3-s

dor  fi es la proporcion de cambios sindnimos (cociente del nimero de cambios
sindnimos y no sinénimos exclu'  ido mutaciones sin sentido en la posicion i).

En el caso de que cualquier cz  io origine un codén de término, éste no sera tomado
enc itaparael calculo.
Para obtener el numero total de sitios sinénimos (S) y no sinénimos (N) en una

se( ncia entera usamos la férmuia:

c
A E sj
j=1

donde sj= valor de s para el coddn j
C= nuimero total de codones
S + N = 3C (numero total de nucleétidos comparados)
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.7  JUSTIFICACION

La Sigatoka negra es la enfermedad mas destructiva y devastadora de las hojas de
bananos y platanos a escala mundial. Esta enfermedad es causada por el hongo
ascomiceto M. fijiensis Morelet y se caracteriza por la aparicion de rayas y manchas de
color oscuro o negro en las hojas de las plantas, reduciendo el area fotosintética de las
plantas, causando la madurez prematura de los frutos y una baja produccién de fruta.

M. fijiensis al ser un hongo filamentoso cuenta con una pared celular con un alto
contenido de quitina, por lo que debe contar con la maquinaria necesaria para la
biosintesis de dicho compuesto; en consecuencia, las enzimas involucradas en la
biosintesis de carbohidratos secundarios en la pared celular como las quitina sintasas
juegan un papel importante en la integridad de la célula y representan blancos
potenciales en la busqueda de antifingicos especificos para este tipo de patégeno.

En un estudio in silico realizado por Pacheco-Arjona (comunicacién personal), se
report6 la existencia de un gen de quitina sintasa para cada una de las clases en M.
fijiensis. Sin embargo a la fecha no se ha reportado la identificacion experimental de

estos genes.

Nuestro grupo de investigaciéon plantea la posibilidad de aislar fragmentos de los
genes que codifican a las quitina sintasas, hacer un estudio filogenético basandonos
en las variaciones que pudieran haber entre los distintos aislados y conocer las
fuerzas de presion selectiva que se encuentran afectando dichos fragmentos de genes
CHS, asi como evaluar la expresion de estos genes en un aislado de M. fijiensis bajo
condiciones de iaboratorio.

29



Capitulo |

HIPOTESIS

Los siete genes CHS de M. fjjien.  se ven afectados por diferentes fuerzas de presién

selectiva; aunque los siete genes son funcionales, M. fiiiensis no necesita de la

expresion de todos ellos para crecer en condiciones de laboratorio.

1.9

OBJETIVOS

1.9.1 General

Caracterizar molecularmente la secuent que conl 2 los motivos QXXEY, EDRXL y

QXRRW, asi como la expresién de los siete posibles genes de quitina sintasa en

aislados de M. fijiensis.

1.9.2 Particulares

a)

d)

Determinar la presencia de s siete genes de quitina sintasa en diferentes
aislados de M. fijiensis

Secuenciar, para to s los aislados, igmentos que contengan los motivos
QXXEY, _JRXL y QXRRW de las siete clases de Chs, para usar como
marcadores moleculares para filogenia.

Inferir qué fue.__s evolutivas afecti  a los genes CHS de M. fijiensis mediante las
pruebas de neutralidad.

Caracterizar la expresién de los siete genes en al menos un aislado en
condiciones de cultivo 3 laboratc
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conclusiéon Ruiz-Herrera y Ortiz-Castellanos (2009) lievaron a cabo un anélisis
estructural in silico de las secuencias de las quitina sintasas presentes en miembros
de Protozoos y Animalia, en el cual mostraron que todos ellos poseian un motivo de
quitina sintasa con una homologia mas cercana al motivo “quitina sintasa 2"
perteneciente a la division 2 de las enzimas fungicas y ninguno contenia el motivo
motor de miosina, lo que sug 2 que estdn mas relacionados con la quitina sintasa de
clase IV de los hongos. Estos datos apoyan el concepto de que los genes primitivos
CHS estaban relacionados con la clase 1V moderna (Ruiz-Herrera & Ortiz-Castellanos,
2009).

Nagahashi y colaboradores (1995) sando Chs2 como modelo, asignharon el dominio
catalitico de esta quitina sintasa, que co :ne tres motivos (QXXEY, EDRXL, y
QXRRW) que se encuentran en todas | quitina sintasas y se cree que es necesario
para transferencia de GIcNAc a la creciente cadena de quitina. Se llevd a cabo un
alineamiento de 48 secuencias de aminoacidos de quitina sintasas de hongos, en el
cual se extendid la secuencia consenso (QXXEYX n LPG / A, LA/ GEDRXL, QR /
GRRWL / IN), este dominio firma esta incluido en  a regién de 250 aminoacidos, con
una tructura secundaria predicha conservada (Ruiz Herrera et al., 2002).

Se cree que el motivo QXXRW esta relacionado con la capacidad de procesamiento
de las quitina sintasas. El motivo EDR. , es esencial para la actividad de ScCHS2 en
S. cerevisiae, y la funcién bioldgica del motivo QXFEY es aun desconocida (Choquer
et al., 2004).

En este capitulo se presenta el andlisis filogenético de fragmentos de CHS obtenidos a
partir de doce cepas de M. fijiensis aisladas de diferentes cultivares de platano y
banano. También se presentan los resultados del analisis de las pruebas de
desviacién de la neutralidad para terminar si existen fuerzas evolutivas ejerciendo

alguna presion sobre estos genes.
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Yangambi 2, Y3 = Yangambi 3, Y5 = Yangambi 5, KNK2 = Kluai Namwa Khom 2, S$2 = Saba 2,
Sc sp. = Scolecobasidium sp. M = Marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen).

Una vez depuradas las secuencias, la longitud final de cada fragmento qued6é como
sigue: clase |, 744 pb; clase I, 673 pb; clase Ill, 682 pb; clase IV, 662 pb; clase V, 663
pb; clase VI, 661 pb; y clase VI, 720 pb. La clase | presenta en esta regién un intrén
de 50 pb (del nucledtido 682 al 731); clase VIl posee un intrén de 60 pb (del
nucledtido 213 al 272). . ara las pruebas de neutralidad y la inferencia de arboles
filogenéticos multilocus se concatenaron las secuencias, obteniendo fragmentos de
una longitud total de 4805 pb. De fas 11 secuencias concatenadas (una por cepa), 9
son Unicas, y 2 son idénticas: Fougamou 3 idéntica a Kluai Namwa Khom 2, y
Malaccensis 2 idéntica a Yangambi 5. Esto produce un valor de diversidad de
haplotipos Hd=0.9636.

Las secuencias de los fragmentos de las clases |, lll y VII, presentaron variaciones
entre ellas. En el caso de las set ncias de las clases lll y VI, se observaron pocas
variaciones incluyendo las secuencias de la cepa Scolecobasidium sp. Para el caso de
las secuencias de la clase |, aquellas que correspondian a las cepas de M. fijiensis
presentaron pocas variaciones, en contraste la secuencia correspondiente a la cepa
Scolecobasidium sp. presentd un aito nimero de variaciones comparada con las otras
11 cepas.

En el caso de los fragmentos obtenidos de las clases Il y V todas las secuencias
obtenidas, incluyendo las que se obtuvieron de la cepa Scolecobasidum sp. resultaron
ser 100% idénticas.

Para caso de las secuencias de la clase [V, se observaron algunas diferencias entre
las secuencias de las cepas de . fijiensis. La secuencia obtenida a partir del grupo
externo presentd un int _ 1 de aproximadamente 100 pb, el cual no se observé en las
secuencias de M. fijiensis.

Por ultimo se observé que para el grupo externo no se pudo amplificar el gen
perteneciente a la clase VI de Iitina sintasa con el juego de cebadores disefiados
para dicho fragmento. Utl ndo los cebadores correspondientes hubo una
amplificacion de tamafo similar al esperado, pero resulté ser una amplificacion
inespecifica, ya que en el ané is de las secuencias se observé que el fragmento
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Figura 17. Arbol filogenético de las siete clases de CHS aisladas de las 12 cepas usadas en el
Método usado: a) Maxima Verosimilitud; b) Vecino Cercano.
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sron calculadas usando el modelo de Kimura con 2 parametros; la tasa
tribucion gamma de 1.05 y un Bootstrap de 10000
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Los arboles filogenéticos de las figuras 19 y 20, se elaboraron usando un alineamiento
con los fragmentos de los siete genes que previamente se concatenaron. Esto debido
a que se observan pocas 0 ninguna mutaciéon en algunos de los fragmentos; por
ejemplo en los que pertenecen a la clase Il y V, no se observé ninguna variacién entre
las secuencias. Los fragmentos se concatenaron con el fin de acumular ias
mutaciones y tener como resultado una sect _. ia muitilocus. A partir de este
alir  miento se elaboraron dos arboles, uno de caracteres y otro de distancias. En el
caso de los arboles elaborados a partir  los alineamientos en los que se incluia el
grupo externo, se excluyeron las secuenc  pertenecientes a la clase VI debido a que

no se encontré en el grupo externo.
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Figura 19. Andlisis Filogenético de los fragmentne de genes concatenados, con grupo externo.
Método usado: a) Maxima Verosimilitud; b) Ve Sercano. Las distancias evolutivas fueron
calculadas usando el modelo de Tamura con 3 parémetros; |a tasa de variacion entre sitios fue
modelada enn una distribuciéon gamma de 0.35 y un Bootstrap de 10000 réplicas. El analisis

in ye 12 _ _uencias de nucleétidos con un total de 4225 posiciones por concatenado. El
analisis evolutivo fue realizado en MEGAS
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1.3.7 Pruebas de Neutralidad

Para las secuencias concatenadas (multilocus) las pruebas de neutralidad, D de
Tajima, F*, D*, F y D de Fu & Li, revelaron que, en promedio, existe una desviacion de
la teoria neutra, con valores po:  os y estadisticamente significativos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados de las pruebas de neutralidad a partir de los concatenados.

-~ \lalas CianifirarlAn Fetadistica
N*AaFn & i 144217 r~ v
N de Taiima (erupo externoj ~L.£2530 LA YXVIVE

”F de Fu & Li PRV LR N wewve

Nota: Las resultados de las pruebas D de Tajima, D* y F* de Fu & Li, se obtuvieron a partir de
los 7 genes concatenados de las once cepas de M. fijiensis, mientras que los resultados de las
pruebas D de Tajima (con grupo externo), D y F de Fu & Li se obtuvieron a partir de los genes
de clase |, I, lll, IV, V y VII, de las doce cepas incluyendo Scolecobasidium sp., excluyendo las
secuencias de la clase VI. * Valores significativos

Como ya se mencion¢ en el apartado 1.6.1.1, valores positivos de la D de Tajima
pueden indicar que la poblacion ha frido un cuello de botella reciente (efecto
demografico) o puede tratarse de una fuerza de seleccién sobredominante (balancing
selection) sobre el locus estudiado. se tratase del primer caso, los eventos
demogréficos afectan a la mayoria de los ¢ es de la misma manera. Ya que nuestro
analisis contiene un total de 7 re __ones :rtenecientes (6 en el caso del concatenado
con el grupo externo) a genes dependientemente localizados en el genoma, las
pruebas de neutralidad pueden ayudar a descartar o corroborar el efecto demografico.
El valor negativo de la prueba D de jima calculado en las 6 regiones del
concatenado con el grupo externo, se debe a la alta sensibilidad de la prueba a los
cambios, en este caso incorpors por el grupo externo, sin embargo para corroborar
estos resultados se calcularon los valores de D y F de Fu & Li, los cuales fueron
positivos, por lo cual se puede descartar el valor  :gativo de la D de Tajima calculada
para el concatenado con el grupo externo, y debido a que los genes tienen valores
diferentes y se comportan de |  eras diferentes es mas probable que se trate de
fuerzas de seleccién de sobredominancia y se pueden descartar los efectos
demograficos.
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Al llevarse a cabo las pruebas de desviacién de la neutralidad sobre los genes
individuales, se observé que para los fragmentos de los genes de clase Il y clase V, se
obtuvieron valores de 0 en todas las pruebas debido a la nula variabilidad que se
encontré en las secuencias in__yendo las del grupo externo, indicando que estos
fragmentos no estan siendo afectados por procesos selectivos y que ambos se
encuentran bajo el modelo de ne__. _lidad. En contraste con estos resultados, Matute y
colaboradores (2007) determinaron las erzas evolutivas afectando el gen CHS de
clase Il en Paracoccidioides brasiliensis, de acuerdo a las pruebas de neutralidad y a
las diferencias sinénimas y no sinénimas, los datos obtenidos rechazaron la hipétesis
nula, teniendo como resultados valores negativos en las pruebas y un mayor nimero
de sustituciones no sindnimas en comparacion con las sindnimas, esto debido a un
gran exceso de polimorfismos Unicos encontrados a lo largo del gen, sin embargo, los
sitios sinénimos y los intrones no rechazaron la hipétesis nula; llegaron a la conclusién
de que el gen estaba siendo afectado por procesos de seleccion purificadora en la cual
la distribucién de sitios neutros puede estar se  da hacia un exceso de alelos raros
debido a su asociacién con mutaciones seleccionadas negativamente. Cabe resaltar
que Matute y col., (2007) analizaron el gen completo de CHSII, mientras que en el
presente trabajo se analizd tnicamente el dominio conservado de los genes CHS, por
lo tanto no tenemos datos sobre las regiones que flanquean los dominios y no
sabemos el comportamiento que estas pudieran tener en cuanto a las variaciones
entre las secuencias y a la relacién de diferencias sinénimas y no sinénimas.

El andlisis de las pruebas de neutralidad realizado sobre los genes CHS individuales
como en la secuencia multiloc »ncatenado) dieron como resultados valores
positivos por encima de 0 y ¢ ticamente significativos, a excepciéon de los
pertenecientes a las clases Il y V que se encuentran bajo el modelo de neutralidad;
estos valores indican que los genes per 1ecientes a las clases |, I, IV, VI y VIl se
estan viendo afectados por fuerzas de seleccion balanceada, se ha sugerido que este
tipo de seleccién aumenta la variabilidad dentro de una poblacién manteniendo alelos
de frecuencias intermedias. Garzén-Ospina y colaboradores (2012) llevaron a cabo un
estudio de diversidad genética y de seleccién, en tres genes que codifican para una
proteina de superficie del meroz. » (MSP) en  parasito Plasmodium vivax en una
poblacion colombiana, haciendo uso __ las pruebas de desviacién de la neutralidad
(Tajima, Fu & Li) obtuvieron valores significativos por encima de 0 para dos de los
genes Pvmsp-7, lo que indica un exceso de alelos de frecuencia intermedia. Las
pruebas de la evolucién neutral para el tercer gen no revelaron diferencias
estadisticamente significativas, por lo que este gen parece estar evolucionando bajo
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mantener polimorfismos de proteinas en poblaciones naturales (Charlesworth, 2006;
Nielsen, 2005).
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.2 MATERIALES Y METODOS

1I.2.1 Extraccion de ARN total

La obtencién de biomasa para extracc 1 de ARN total se llevé a cabo de la misma
manera que se describid enelca o ll, seccibn 2.2,

La extraccion de ARN total se re z6 mediante la metodologia reportada por Islas-
Flores y col. (2006), la cual consistié en la maceracién de 0.25 g de micelio en un
mortero con nitrégeno liquido. | lo macerado se transfirié a un tubo Eppendorf con
1 ml de Trizol, se mezcl6 por mpleto y se incubd 5 minutos a 25 °C. Posteriormente
se agregaron 200 ul de cloroformo y se invirti6 el tubo manualmente por 15 segundos.
Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd a 12000 rpm por 15
minutos y se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo. A ésta se le afladio etanol
absoluto, mezclando por completo y se transfiri6 a una columna Minispin (RNeasy®
Plant Mini Kit de QIAGEN), centrifugando por 15 segundos a 10000 rpm y descartando
el filtrado.

Posteriormente se afiadié el Buffer RW1 | kit de extraccién) a la columna RNeasy
spin, se centrifugd por 5 seg dJos a 10000 rpm y se descartd el filtrado. A
continuacién se afiadio el buffer RPE a lumna, se centrifugé por 15 segundos a
10000 rpm descartando el filtrado, se volvié a afadir buffer RPE y se centrifugé por 2
minutos a la misma velocidad. Se color  la columna en un tubo de colecta nuevo, se
centrifugd a velocidad méxima por 1 minuto para secar la membrana. Por ultimo se
colocé la columna en un tubo de 1.5 ml y se afiadié 40 pl de agua libre de ARNasas
directamente al centro de la mer -ana de la columna y se centrifugé a 10000 rpm por
1 minuto para eluir el ARN.

La integridad y calidad del ARN : verifico por electroforesis en gel de agarosa al 1%
en Buffer TAE (1x), durante 180 min a 5 V/cm, el cual posteriormente fue tefido con
bromuro de etidio. La concentracion y pureza del ARN se midid® mediante
espectrofotometria espera » una re n de Azo/Azo > 6 = 2, utilizando el equipo
NanoDrop ND-1000 (Thermo Sc  tific, USA).
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Fougamou. Los fragmentos amplificados corresponden a las mismas regiones génicas
seleccionadas en el capitulo Il .2.5) utilizando los cebadores ya descritos. Las
mezclas de reaccidn y las cond’ nes de amplificacion se describen en el apartado
i1.2.6.

Adicionalmente se utilizé, como control de carga, oligos de un gen constitutivo (actina),
junto con los controles negativos para cada uno de los fragmentos de CHS.

El producto de las reacciones se analizé mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 1.5% 1 TAE (1x), 5 Vicm, durante 180 min. Al finalizar la corrida se tifi6 con

bromuro de etidio y se visualizé en un fotoiluminador UV.
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