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RESUMEN

A nivel mundial, la enfermedad foliar mas destructiva del banano es la Sigatoka negra,
también conocida como raya negra, es causada por el hongo hemibiotrofico
Pseudocercospora fijiensis, (Mycosphaerella fijiensis). En este trabajo, bajo condiciones in
vitro, se realiz6 el ensayo de patogenicidad de cinco cepas de P. fijiensis sobre fragmentos
foliares de hojas de banano, y con base en la velocidad de aparicion de los sintomas en el
fragmento foliar, se eligid a la cepa mas y menos virulenta. Ademas, se establecié un
protocolo para el aislamiento de la pared celular y sus proteinas unidas covalentemente.
Los péptidos resultantes de la digestion de las proteinas de la pared celular fueron
separados en un nano-HPLC e identificados por MS-MS. Se determin6é que ambas cepas
comparten un nimero importante de proteinas relacionadas al rearreglo de la pared celular
e.g. glucanosiltransferasas y de patogenicidad, como los efectores PfAVR4 y PfECP6; el
primero protege a la pared celular del hongo contra el ataque de las quitinasas secretadas
por el hospedero y el segundo secuestra los oligosacéaridos de quitina que van liberandose
de la pared del hongo, y eso evita la activacion de las respuestas de defensa del hospedero.
También se encontraron proteinas atipicas, es decir, que se esperaria que se localicen en
el interior de la célula. Sin embargo, trabajos recientes en hongos patégenos de humanos
han detectado también a este tipo de proteinas en la pared celular, lo que se sugiere la
existencia de una via alterna de secrecion y que deberian ser analizadas en futuros
estudios. Este es el primer estudio realizado sobre la pared celular de P. fijiensis por lo que

contribuye al conocimiento de su proteoma.







ABSTRACT

The most destructive foliar disease of bananas is the black Sigatoka, also known as the
banana black leaf streak, it is caused by the hemibiotrophic fungus Pseudocercospora
fijiensis (Sinomia, Mycosphaerella fijiensis), which, worldwide, affects large areas of banana
plantations. In this work in vitro pathogenicity test of five strains of P. fijiensis was carried
out on foliar fragments of banana leaves and based on the speed of appearance of
symptoms we chose the most and least virulent strains. Also, a protocol was established for
the isolation of the cell wall and of the covalently linked proteins. The peptides resulting from
the digestion of the cell wall proteins were separated by nano-HPLC and identified by MS-
MS. Both strains share a significant number of proteins involved in the cell wall
rearrangement, i.e., glucanosyltransferases and pathogenicity, such as effectors PfAVR4
and PfECP6; the first protects the fungal cell wall against the attack of the chitinases
secreted by its host and the second capture the chitin-oligosaccharides released from the
fungal cell wall, and this avoids the activation of the host defense. Were also found proteins
identified were atypical, it means, they are expected to be located within the cell. However,
recent works on human fungal pathogens have also detected this type of proteins in the cell
wall, which suggests the existence of an alternative pathway of secretion and that should be
analyzed in future studies. This is the first study performed over the cell wall of P. fijiensis,
and thus it contributes to the knowledge of its proteome.
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A nivel mundial, Pseudocercospora fijiensis es el agente causal de la enfermedad foliar
Sigatoka negra (SN), la cual afecta al cultivo de banano (Arango et al., 2016; Friesen, 2016).
El control de la SN mediante aplicaciones de fungicidas eleva el costo de produccién por lo
gue solo los grandes productores pueden darse el lujo de utilizar este tipo de controles
(Churchill, 2011). Ademés, las aplicaciones constantes de fungicidas tiene efectos
negativos en el medio ambiente, i.e. contaminacion del suelo, del manto freatico, afectacion
de la floray la fauna presente en las areas de cultivo del banano y también selecciona cepas
de P. fijiensis resistentes a los compuestos de control (Arango-lsaza et al., 2016). Por lo
tanto, la busqueda de estrategias o alternativas que permitan combatir a este patdgeno son

de alta prioridad en la investigacién (Vishnevetsky et al., 2011; Kosky et al., 2010).

Los estudios de la interaccion planta-patdégeno han permitido ampliar el conocimiento
acerca de las estrategias que emplean los patégeno para evadir el sistema de defensa de
las plantas (Selin et al., 2016; Torufio et al., 2016; Stergiopoulos et al., 2010). El hongo
Cladosporium fulvum, secreta la proteina efectora CfAVR4, la cual es reconocida por el
cognado de resistencia CF-4 en el hospedero resistente; esta interaccién proteica induce la
respuesta hipersensible (HR) en el hospedero (Stergiopoulos et al.,2010). En P. fijiensis, la
proteina efectora PfAVR4, ortéloga funcional de CfAVR4, genera una respuesta de este
tipo cuando se infiltra en Calcutta IV, cultivar de banano resistente a la SN (Arango-lsaza
et al., 2016).

La pared celular fungica es un componente indispensable para los hongos, dado que
representa un escudo de proteccion en estrés tanto biéticos como abiéticos, es la primer
zona que entra en contacto con el hospedero y su composicion puede variar en respuesta
a las condiciones externas (Latgé y Beauvais, 2014). La pared celular de los hongos esta
compuesta principalmente por oligosacaridos, melanina y proteinas; estas Ultimas pueden
actuar como adhesinas, receptores 0 enzimas que participan en la remodelacion de la pared
celular o en los procesos de patogénesis (Liang et al., 2013; Sosinska et al., 2011; Feofilova,
2010). Dado lo anterior, resulta de gran interés estudiar la composicion de la pared celular
fungica durante la interaccién planta-patdégeno, para detectar proteinas clave para la
patogénesis y que eventualmente pudieran ser blancos potenciales para controlar las

enfermedades causadas por estos microorganismos. Cabe resaltar que la mayoria de los
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estudios referentes al proteoma de la pared celular fungica se han llevado a cabo en
patdgenos de humanos y solo unos cuantos en fitopatégenos (Aradjo et al., 2017; Liu y
Free, 2016; Longo et al., 2014; Kniemeyer et al., 2011).

Existen diversos reportes en los que se plantea que condiciones limitantes de nitrégeno
simulan el estado nutricional al que se enfrentan los fitopatégenos durante su interaccién
con sus hospederos. Esta hipétesis es apoyada por el hecho de que los hongos mantenidos
in vitro o in vivo con una disponibilidad limitada de nitrégeno muestran induccién de la
expresion de genes de patogenicidad (Fagard et al., 2014; Snoeijers et al., 2000; Van den
Ackerveken et al., 1994). Dado lo anterior, es posible suponer que los hongos cuando
crecen in vitro y en condiciones de restriccién de nitrégeno, pueden estar expresando

proteinas fangicas relacionadas con la patogenicidad.

En el caso de P. fijiensis existe un solo trabajo in silico sobre pared celular en el cual se
identificaron 49 proteinas GPI, entre ellas 6 B-1,3-glucosiltransferasas (GAS), como parte
de los componentes de la pared celular de este hongo (Kantin-Moreno et al., 2013). Sin
embargo, esta propuesta no ha sido abordada experimentalmente. En este trabajo,
utilizando la limitacion de nitrégeno, se estudiaron dos cepas de P. fijiensis con diferencias
en su nivel de virulencia. Se planteé una estrategia experimental que permitié analizar la
composicion proteica de la pared celular de este hongo con el objetivo de identificar el
arsenal de proteinas que pueden emplear en la colonizacién de su hospedero, asi como a

aguellas proteinas que le permitan evadir las respuestas de defensa del hospedero.

Cabe resaltar que este es el primer estudio protedmico de la pared celular de P. fijiensis.
Se determinaron proteinas de pared que predicen tener un anclaje GPI, péptido sefial y
sitios de glucosilacion. Se detectaron 257 proteinas presentes en ambas cepas, ademas
otras 30 proteinas fueron exclusivas para la cepa mas virulenta y 80 proteinas
correspondieron a la cepa menos virulenta; las proteinas identificadas participan en
diferentes funciones celulares (procesos metabdlicos, celulares, de biogénesis, estructural,
etc). Entre las proteinas detectadas se encontraron los efectores PfAVR4 y PfECP6
descritos por Stergiopoulos et al. (2010) y las GAS 1, 3, 4 y 5 detectadas in silico por Kantun-
Moreno et al. (2013). También se identificaron proteinas atipicas (proteinas de localizacion
intracelular), i.e. gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, isocitrato liasa y sucinato

deshidrogenasa, las cuales han sido consistentemente encontradas en la pared celular de
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otros hongos. Hasta hace algunos afios, cuando alguna de estas proteinas se detectaba en
el exterior de las células, se asumia que provenia de una contaminacion resultante del o de
los procesos de aislamiento de la pared y extraccion de las proteinas. Sin embargo, en afios
recientes, y particularmete en hongos patégenos, el nUmero de reportes que describen esta
clase de “contaminantes” ha aumentado exponencialmente y ha puesto en duda que estas
proteinas Unicamente se localicen en el interior de la célula (Nimrichter et al., 2016; Longo
et al., 2014).

Otro grupo de proteinas encontradas en el proteoma de la pared celular de P. fijiensis fueron
aquellas “sin identidad”, es decir tienen asignado el identificador del gen pero no tienen
asignado un nombre, ni funcién probable. Algunas de estas proteinas novedosas pueden
corresponder a factores de patogenicidad pero como no presentan identidad con proteinas
conocidas ni dominios conocidos, al momento no pueden hacerse un mayor analisis con
estas proteinas. En conclusién, en este trabajo se establecen las bases para el aislamiento
de la pared celular de P. fijiensis y su estudio protedmico.
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ANTECEDENTES

1 SIGATOKA NEGRA

La Sigatoka negra (SN), también conocida como raya negra de la hoja, es la enfermedad
foliar mas destructiva de bananos y platanos. Los bananos son aquellos consumidos como
postre, maduran rapido y sus cadenas de almidon son cortas, por lo que no necesitan
coccion. En contraste, los platanos acumulan cadenas largas y complejas de almidén por
lo que necesitan mayor tiempo de maduracion o procesos de coccion para su consumo

(Rodriguez-Caamal et al., 2010).

La SN hasta el dia de hoy, es un grave problema a nivel mundial para los paises productores
de bananos (Arango-lsaza et al., 2016). Esta enfermedad afecta a los cultivares de banano
econdémicamente mas importantes; por ejemplo, Enano gigante (AAA), Valery (AAA),
Macho (AAB) y Dominico (AAB), provenientes de la cruza entre los progenitores Musa
acuminata (genoma AA) y Musa balbisiana (genoma BB) (Manzo-Sanchez et al., 2001).
Esta enfermedad dafia el area foliar y reduce el area fotosintética, causa estrés a las
plantas, como consecuencia de dicha condicién, en la planta se induce la produccién y
acumulacién de etileno, el cual, finalmente es el responsable de la maduracion precoz de

los frutos (Manzo-Sanchez et al., 2001).

La enfermedad de la SN puede causar pérdidas superiores al 50% de la produccion de
banano, y en casos extremos la totalidad de las plantaciones (Noar y Daub, 2016). Hasta
el momento y segun las condiciones climaticas y del area geograéfica, la SN es controlada
con 30-50 aplicaciones anuales de fungicidas, lo cual puede representar hasta un 40% del
costo total de produccion de la fruta (De Bellaire et al., 2010).

1.1 Pseudocercospora fijiensis

Dadas las dificultades que ocasiona el hecho de llamar al mismo hongo con dos nombres
diferentes, dependiendo de la fase reproductiva en la cual se encuentra, i.e. Mycosphaerella
fijiensis (teleomorfo o fase sexual) o Pseudocercospora fijiensis (anamorfo o fase asexual),
en los ultimos afios se aceptd que la nomenclatura cientifica de los hongos se modifique y
se les asigne un solo nombre, independientemente si son hongos perfectos o imperfectos

(ProMusa, 2017). Dichos acuerdos se plasmaron en la declaracion de Amsterdam y también
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incluyé modificaciones a la nomenclatura de las algas (Hawksworth, 2011). En el caso de
los hongos y particularmente de los fitopatdgenos, tales cambios son fundamentales porque
minimizaran las dificultades en la asignacién de la identidad fungica y con ello se puede
aplicar programas mas especificos y eficientes de control. En el caso del hongo perfecto,
Mycosphaerella fijiensis (teleomorfo), también conocido como P. fijiensis en su estado
anamorfo o imperfecto, se determiné que, a partir de la declaracion de Amsterdam, este

fitopatdgeno debe ser identificado Unicamente con el nombre de P. fijiensis (P. fijiensis).

P. fijiensis produce estructuras de reproduccién tanto de tipo sexual (ascosporas) como
asexual (conidios); ambos tipos son altamente infectivos. Es un hongo heterotalico por lo
que para la reproduccion sexual se necesita la coexistencia de cepas compatibles. Por su
estilo de alimentacion P. fijiensis se clasifica como un hongo hemibiotrofico, es decir, se
alimenta adquiriendo los nutrientes del tejido vivo de su hospedero (fase biotréfica), y
conforme lo coloniza incrementa su biomasa y también su demanda de nutrientes. Cuando
los nutrientes del hospedero ya no son suficientes para soportar el crecimiento biotréfico
del hongo, entonces el fitopatbgeno cambia a su fase necrotréfica, mata a las células del
hospedero y continda alimentdndose del tejido muerto hasta completar su ciclo de vida
(Churchill, 2011).

En el campo, el ciclo de infeccién de P. fijiensis inicia cuando la lluvia, el viento o el rocio
arrastran a las ascosporas 0 a los conidios hasta la superficie foliar de las hojas de banano
(Figura 1.1). Bajo condiciones id6neas de temperatura y humedad, las esporas inician la
germinacion, alargan el tubo germinativo sobre el area foliar y tardan de 2 a 3 dias en
penetrar por los estomas (Marin et al., 2003; Meredith y Lawrence, 1969). Una vez dentro
de los estomas, P. fijiensis coloniza el espacio intercelular de la cavidad subestomatica sin
causar signos visibles hasta por 6 semanas. Sin embargo, conforme pasa el tiempo y la
etapa necrotrofica ocurre, los signos de la enfermedad comienzan a manifestarse de forma
visible en las hojas del hospedero y dan paso a una serie de sintomas que acompafian al
ciclo de la enfermedad. Los sintomas han sido descritos y clasificados en 6 estadios
denominados pizca, estrias, rayas, manchas, manchas con halo clorético y necrosis (Fouré,
1982) y han sido empleados como escala de referencia para evaluar el dafio foliar

ocasionado por P. fijiensis.




CAPITULO |

-4 Desarrolio :
de peritecios . &
con ascas Ciclo sexual de -
la Sigatoka Negra

N Fertilizacion de

las hifas {femenina)
por las espermatias
Y (masculino)

L Diseminacio
V7 conidias
0 ';nclo asexual de

Sigatoka Negra
Penetracion en a hoja a
través de los estomas
Desarrolio de conidiofores
y produccion de conidias
Crecimiento genera-
lizado del micelio

Figura 0.1 Ciclo de vida de Pseudocercospora fijiensis. Se esquematiza el
arribo de las esporas de P. fijiensis a la superficie foliar de banano, el desarrollo
del tubo germinativo y su penetracién por las estomas, el crecimiento del micelio
en la cavidad subestomatica, asi como el desarrollo de las estructuras
reproductoras, que son visibles en las Gltimas etapas de la infeccion. Modificado

de Courier (2007).
1.2 Composicién de la pared celular fungica

La pared celular fungica es una estructura altamente dindmica en composicion vy
organizacion (Ruiz-Herrera et al., 2008). La pared celular de los hongos, funciona como
barrera que protege a la célula de los cambios osmoticos, regula la morfogénesis, la
reproducciony el ciclo de crecimiento, y su composicion varia cuando el hongo se encuentra
bajo diferentes condiciones de cultivo. Ademas, la pared celular es la primera zona que
entra en contacto con el hospedero durante la interaccion planta-patégeno (Beauvais et al.,
2014; Feofilova, 2010). Dichas funciones dependen de la composicion bioquimica y
estructural de la pared celular fangica, la cual consiste basicamente en diferentes tipos de
proteinas y polisacaridos, como quitina, glucano, manano o galactomanano (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Esquematizacion de la estructura y composicion de la pared
celular fangica. Azul, B-1,3 glucano; rojo, galactosaminogalactano, amarillo
galactomanano, morado, a 1,3 glucano y los espirales representan proteinas.
Modificado de Beauvais et al., 2014.

La quitina es un polimero de N-acetil-D-glucosamina (GLcNAc) unido por enlaces 3-1,4,
que es sintetizada por la enzima quitina sintasa localizada en la membrana plasmética. Las
cadenas adyacentes de quitina se mantienen unidas por puentes de hidrégeno entre los
grupos amido, formando cadenas de quitina en su forma a (Oka et al., 2015). Otro de los
polisacaridos esenciales de la pared fungica es el glucano conformado por residuos de D-
glucosa unidas por enlaces glucosidicos 3-1,3, y es sintetizado por la -1,3-glucano sintasa.
Las cadenas de este polimero son alargadas y reorganizadas por las fB-1,3-
glucanosiltransferasas (Oka et al., 2015). El #-1,3-glucano también forma un complejo con
quitina, dando lugar a la matriz principal de la pared celular a la cual se le uniran otros
polisacaridos que varian segun el tipo de enlace y los rearreglos que sufre la estructura de
la pared celular del patégeno (Latgé, 2010). Por otra parte, los mananos que se asocian
covalentemente a las proteinas, pueden enlazarse a la asparagina formando el enlace N-
glicosidico o un enlace O-glicosidico al asociarse a los residuos de serina o treonina de la
proteina; estas glucosilaciones pueden incluso llegar a definir la permeabilidad de la pared
celular (Gozalbo et al., 2004). Los polisacaridos que componen la pared celular fungica
pueden clasificarse en dos clases: la primera es la de los esqueletos fibriles y comprende

aguellos polisacaridos que son solubles en condiciones alcalinas y se encuentran cerca de
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la membrana plasmatica. La segunda clase, estd compuesta por los polisacaridos amorfos,
insolubles en soluciones alcalinas y que se encuentran hacia el exterior de la pared
(Gastebois et al.,, 2010; Latgé, 2007). Por otra parte, los polisacaridos funcionan como
andamios para las proteinas de pared celular, i.e. transglucosilasas, quitinasas y glucésido
hidrolasas, las cuales también participan en la sintesis y remodelacion de la pared celular.
Ademads, contiene proteinas cuya funcion puede ser enzimas hidroliticas, receptores,
proteinas de adhesion, diferenciacion, patogenicidad, virulencia o que participan en la

sefializacion durante la interaccion patégeno-hospedero (Elortza et al., 2003).
1.3 Proteinas presentes en la pared celular fangica

Con respecto a las proteinas, se estima que la cantidad presente en la pared celular de
hongos filamentosos es de ~10-30%, tal es el caso de Neurospora crassa y Aspergillus
fumigatus; mientras que en los hongos levaduriformes Saccharomyces cerevisiae y
Candida albicans las proteinas de la pared celular representan 30-50% de su peso seco
(Bowman y Free, 2006). Sin embargo, la composicién de las proteinas en la pared celular
varia no solo entre especies sino también de acuerdo con las condiciones ambiéntales (pH,
temperatura, estrés bidtico o abiotico), y las condiciones o estadios de crecimiento
(levadura, hifa, conidio) (Ponton, 2008).

Las proteinas de la pared celular se encuentran asociadas de diferente manera a la
estructura de los carbohidratos, por ejemplo, las proteinas que se asocian a los
oligosacaridos por medio de interacciones electrostaticas o puentes disulfuro pueden ser
liberadas con detergentes, i.e. dodecilsulfato de sodio (SDS), o agentes reductores como
el ditiotreitol (DTT). Otras proteinas estan ancladas directamente al glucano o quitina por
medio de enlaces B-1,3 o B-1,6 y son sensibles al tratamiento alcalino; también se han
encontrado proteinas unidas por enlaces covalentes (Figura 1.3) embebidas en la pared

celular de los hongos y pudiendo estar o no glucosiladas (de Groot et al., 2016).




CAPITULO |

Tratamiento F

. alcalino Agente reductor
HF-Piridina

al,4-Man
al,2-Man
al,6-Man
$1,3-Glc
B1,6-Glc
$1,4-GINAc

la base de la flecha es el
extremo reducido del aziicar

-+ HEO0000

P-Et-N  Fosfoetanolamina
E-O- glutamato con enlace éster

-5-S-  puente disulfuro

O proteina de pared celular

Figura 1.3 Componentes de la pared celular fungica. Proteinas unidas por
diferentes tipos de enlaces a los oligosacéridos de la pared celular. Modificado
de de Groot (2016).

Entre las proteinas unidas covalentemente a la pared celular se encuentran aquellas que
poseen repeticiones internas de glutamina, también conocidas como proteinas PIR (por sus
siglas en inglés, proteins with internal repetitions). Las proteinas PIR se unen directamente
a la red de B-1,3-glucano a través de residuos de glutamina (Figura 1.4), y son sensibles a
tratamientos alcalinos. Estas proteinas estan O-glicosiladas y estructuralmente se
caracterizan por tener un péptido sefial en el extremo N-terminal, poseen un sitio de corte
para la proteasa Kex2p, posteriormente se encuentra la region rica en glutamina y en el
extremo C-terminal poseen un dominio de 4 cisteinas (Free, 2013; de Groot et al., 2005).
Las proteinas que presentan todas las caracteristicas arriba descritas son llamadas
proteinas PIR canoénicas (Figura 1.4a) y han sido detectadas en hongos levaduriformes
como S. cerevisie, C. albicans, Candida glabatra, Kluyveromyces sp. Yy
Schizosaccharomyces sp. (Kantun-Moreno et al., 2013). En contraste, en hongos
filamentosos como Blumeria graminis, Gibberella zeae, N. crassa y Magnaporthe grisea se
les ha denominado proteinas PIR-like (Figura 1.4b) debido a que poseen en el extremo N-
terminal una secuencia rica en cisteina, precedida de la regién rica en glutamina y pueden
0 no tener el sitio de corte de Kex2p vy el sitio omega (w). Las que presentan el sitio w

parecen estar unidas mas fuertemente a la pared celular (Klis et al., 2007; de Groot et al.,
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2005). Estas proteinas desempefian funciones fundamentales en diferentes procesos

bioldgicos, sin embargo, no son esenciales para la viabilidad fungica (Ecker et al., 2006).

a) o Pir
Kex2P
0 Unidades repetidas ricas en glutamina Dominio de cisteinas
[Q(IV)XDGQ(IVP)Q) C-X(49-C-15)-C-X(16)-C-X(9)-C
b N . Pir-like g—,s.lt_.'?w—
P Dominio de cisteinas Unidades repetidas ricas en glutamina
C-X(49-C-15)-C-X{16)-C-X(9)-C [Q(IV)XDGQ(IVP)Q)

Figura 1.4 Esquematizacién de sitios caracteristicos de las proteinas PIR.
a) PIR candnicas contiene un péptido sefial (SP) seguido de las unidades ricas
en glutamina y cisteina. b) Las proteinas PIR-like después del péptido sefal
poseen el dominio de cisteina seguido de las unidades ricas en glutamina y el
sitio omega (w) probablemente para un anclaje GPI. Ambos tipos de proteinas
pueden o no poseer un sito de corte de la proteasa Kex2p.

Otro tipo de proteinas presentes en la pared celular fangica son las proteinas que se
asocian covalentemente por medio del anclaje glucosilfosfatidilinositol (GPI). Estas
proteinas son conocidas como “proteinas GPI” y estan formadas por un grupo
fosfatidilinositol unido por el enlace a-1,6 a una molécula de N-acetil-glucosamina (GIcNAc)
y esta a su vez, se une aresiduos de manosa. Este anclaje se enlaza a la fosfoetanolamina
que se encuentra fusionada al grupo carboxilo de la proteina (Figura 1.5; Maeda y Kinoshita,
2011).

Las proteinas GPI se caracterizan por la presencia de un péptido sefial de 20 aa en el
extremo N-terminal, un dominio adyacente rico en serina/treonina por lo que posiblemente
sea altamente glucosilado y puede o no presentar regiones repetidas, precedida del sitio w,
el sitio de corte para el anclaje GPI en el extremo carboxilo (Klis et al., 2011). Las proteinas
GPI son liberadas de la pared celular empleando tratamientos enzimaticos (glucanasas,
quitinasas o fosfodiesterasas) o por metédos quimicos por ejemplo, usando mezclas de

fluoruro de hidrégeno-piridina (HF-piridina) o acido trifluorometano (TMSF).

11
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Figura 1.5 Esquematizacion de una proteina con anclaje GPI. Las proteinas
con anclaje GPI tienen unido en su carboxilo terminal a un complejo de
glucosamina trimanosilada (verde) mediante el enlace fosfodiéster de la
fosfoetanolamina, un ndcleo de manosas (R en rosado). El extremo reductor de
la N-acetil glucosamina (GIcNAc en azul) estd unido al fosfatidilinositol (PI).
Luego, el PI se ancla a través de otro enlace fosfodiéster a la pared celular o
membrana celular a través de su regién hidrofébica. Modificado de
http://www.sigmaaldrich.com/img/assets/11760/GPI-Anchor.jpg).

Como la pared celular fangica es multidindmica, su composicién varia, segun la especie y
la fase morfolégica en la que se encuentre el hongo. Los constituyentes de la pared celular
pueden diferir en concentracién o composicion de proteinas, polisacaridos o en los tipos de
enlaces. Ademas, muchos de estos componentes pueden desempefiar importantes
funciones durante la patogénesis del hongo (Latgé, 2007; Schoffelmeer et al., 1999). En el
caso de C. albicans la pared celular posee un enlace 3-1,6 glucano. En contraste, en
Aspergillus fumigatus este tipo de enlace esta ausente en la pared celular y en su lugar, el
hongo posee enlaces -1,3 o B-1,4 glucano. Por lo que respecta al contenido de proteinas
y carbohidratos C. glabrata contiene 50% mas proteinas y una mayor relacion de
manosa/glucosa en su pared celular en comparacion con S. cerevisiae. Sin embargo, S.
cerevisiae posee una familia de proteinas con anclaje GPI unidas a aspartil proteasas
llamadas yapsinas, que participan en la remodelacion de la pared celular en la levadura y

que no han sido reportadas hasta el momento en C. glabrata (Krysan et al., 2005).

12
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1.4 Nitrégeno como inductor de genes que codifican proteinas de patogenicidad

fluoruro de hidrogeno-piridina (HF-piridina) o acido trifluorometano sulfonico (TMSF; Maddi
et al., 2009; Pitarch et al., 2008).

Algunos grupos de investigacion han propuesto que cuando el fitopatégeno interacciona
con su hospedero, la primera condicion a la cual se enfrenta es al estrés nutricional,
especificamente de nitrégeno, debido a la baja concentraciéon disponible de éste en el

apoplasto (Snoeijers et al., 2000; Talbot et al., 1997).

Otros reportes también han mostrado que la limitaciébn de nitr6geno in vitro induce la
expresion de genes de patogenicidad (Fagard et al., 2014; Snoeijers et al., 2000), por
ejemplo, el gen Mpgl de Magnaporthe grisea (Talbot et al.,1993) y los genes pCgGS vy
cgDN de Colletotrichum gloeosporioides (Stephenson et al., 1998). Otros trabajos se han
enfocado a evaluar y estudiar genes que codifican para proteinas efectoras como el AVR4,
ECP6 y ECP2 de Cladosporium fulvum, entre éstos, el gen Avrd es el efector mejor
caracterizado, en los ensayos in vitro se une especificamente a quitina y protege a la pared
celular fingica contra el ataque de las quitinasas secretadas al apoplasto por el hospedero.
El gen Avr4d de P. fijiensis (PfAvr4) es un ortélogo funcional del Pf-Avr4 de C. fulvum
(Stergiopoulos et al., 2010).

1.5 Genes que codifican proteinas de la pared celular fungica

Los estudios funcionales enfocados a genes que codifican proteinas de la pared celular de
hongos patdégenos se han realizado principalmente en hongos levaduriformes y solo unos
cuantos en fitopatdgenos (Caracuel et al., 2005; Kitagaki et al., 2002). Se ha determinado
gue algunas de las proteinas de la pared participan en la viabilidad o en los procesos
patogénicos (Kuznetsov et al., 2013; Shankar et al., 2007), lo que las hace candidatas
promisorias para el desarrollo de farmacos para el control del patégeno. A continuacion, se

describen algunos ejemplos.

En Fusarium verticillioides, un hongo que afecta al maiz, Shankar et al. (2007) estudiaron
el gen Gapl, el cual codifica para una 3-1,3-glucosiltransferasa (GAS); ésta participa en la
elongacion del B-1,3 glucano y en el remodelamiento de la pared celular, ademas se predice

gue dicha proteina tiene anclaje GPI. La eliminacion del gen Gapl provocoé defectos en el
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desarrollo del micelio y en el nimero de microconidios con respecto a la cepa silvestre. Sin
embargo, la mutante fue capaz de infectar los tallos y las espigas de maiz y los sintomas

fueron similares a los desarrollados por la cepa silvestre. Estos resultados sugieren que la
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proteina desempefia un papel esencial en el crecimiento y conidiacién, pero no es

indispensable para la patogénesis.

En Botritys cinerea el gen Bcsunl se expresa durante el cultivo in vitro y durante la infeccion,
su interrupcién afecta a las estructuras reproductivas del patégeno, i.e., disminuye la
capacidad del patégeno para adherirse a la superficie de su hospedero, afectando la
virulencia de B. cinerea. Este gen codifica para una glucoproteina de 471 aminoacidos con
péptido sefial, es rica en serina y treonina, por lo que, se predice O-glucosilada (Gonzélez
et al., 2012). BcSUN 1 esta unida débilmente a la pared celular, similar a lo descrito para
SUN 4 en S. cerevisiae, y ambas proteinas participan en el mantenimiento estructural de la
pared celular (Pérez-Hernandez et al., 2017; Kuznetsov et al., 2013; Velours et al., 2002).

En Magnaporthe oryzae la mutacion del gen MoMybl, que codifica para una proteina de
pared celular de 322 amino&cidos, resulto en la reduccion del crecimiento micelial y afecto
el desarrollo de las estructuras asexuales del hongo (Dong et al., 2015). Por otra parte, en
C. albicans se ha observado que la proteina PHRL1, perteneciente a la familia de las -1,3-
glucanosiltransferasas (GAS), participa en la regulacion de la morfologia de la pared celular,
la adhesion celular y regula el pH intracelular. La pérdida de funcion del gen afecta la
habilidad de C. albicans para adherirse a las células epiteliales de su hospedero e invadirlo,

lo cual demostré con ello la importancia de esta familia de proteinas (Calderén et al., 2010).

Por otro lado, los andlisis de la expresiébn de genes se han enfocado al proceso de
patogénesis, pero no siempre existe una correlacion entre el nivel de expresion del geny la
proteina sintetizada, ni entre los tiempos de transcripcién-traduccion. Estudiar el proteoma
permite identificar las proteinas presentes bajo circunstancias especificas, tal es el caso de
las proteinas de la pared celular las cuales pudieran ser blancos moleculares para el disefio
de nuevos farmacos o vacunas dirigidos al control de estos patégenos (Karkowska-Kuleta
y Kozic, 2015).

1.6 Proteémica de la pared celular fungica

En diversos trabajos ha estudiado el proteoma a partir de conidios, micelio o del secretoma
fungico (Gonzélez-Fernadndez et al., 2014; Suh et al., 2012), sin embargo, los estudios
protedmicos de la pared celular se han enfocado principalmente en patégenos de humanos

como C. albicans (de Groot et al., 2004), A. fumigatus (Kniemeyer et al., 2011), C.
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neoformans (Longo et al.,, 2015), Paracoccidioides brasiliensis (Longo et al., 2014),
Paracoccidioides lutzzi (Araujo et al., 2017), entre otros. Solo unos cuantos estudios han
sido realizados en fitopatégenos como B. cinerea (Fernandez-Acero et al., 2007), Ustilago
maydis (Ruiz-Herrera et al., 2008), Fusarium oxysporum (Prados-Rosales et al., 2009) y
Sclerotinia sclerotiorum (Liu y Free, 2016). Un primer acercamiento al proteoma del micelio
de Botrytis cinerea, permitié resolver ~400 manchas de proteina en geles de 2D. Veintidos
proteinas fueron analizadas por MALDI-TOF (Matrix Assisted Lasser Desorption/lonization-
Time of Flight)-espectrometria de masas y entre ellas se identificaron la malato
deshidrogenasa (MDH), la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH), ambas
relacionadas con la virulencia y una ciclofilina (Fernandez-Acero et al., 2007).

Por otra parte, Manikandan et al. (2018) realizaron ensayos de patogenicidad de 20 aislados
de F. oxysporum f. sp. lycopersici y de acuerdo con el indice de severidad de la enfermedad
seleccionaron dos aislados, la cepa FOL-8 considerada la mas virulenta y la FOL-20, la
menos virulenta, con el objetivo de identificar los factores de virulencia del micelio. En el
analisis por 2D se observaron 17 proteinas expresadas diferencialmente; en el analisis por
MALDI-TOF se identificaron proteinas que participan en el crecimiento, esporulaciéon y en

el desarrollo de la enfermedad, entre otras.

Liu y Free en 2016, realizaron el andlisis protedmico de la pared celular a partir de las hifas
de S. sclerotiorum, cultivAndolo en medio minimo y en caldo papa dextrosa (PDB). Se
determiné que, en ambos medios de cultivo, las paredes celulares presentaron proteinas
relacionadas a la biosintesis de la pared celular y en la patogénesis, e.g., celulasas, pectina
liasa, glucosidasas y proteasas. Las hifas cultivadas en PDB presentaron mayor cantidad
de proteinas, como lacasas, oxalato descarboxilasa, peroxidasa y proteinas unicas, las
cuales pueden estar relacionadas a la mayor velocidad de crecimiento del hongo en ese

medio de cultivo, que es rico en nutrientes.

1.7 Estudios en P. fijiensis

Los trabajos realizados en P. fijiensis se han enfocado principalmente al andlisis de la
expresion génica del hongo cultivado in vitro bajo diferentes condiciones y durante la
interaccion con su hospedero (Noar y Daub, 2016; Kantin-Moreno et al., 2013; Portal et al.,
2011).
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Hasta el momento, existe un solo trabajo de protedmica realizado por Escobar-Tovar et al.
(2015), quienes compararon el secretoma in vitro e in planta de dos cepas de P. fijiensis,
una de ellas proveniente de un cultivar susceptible y la otra de un cultivar parcialmente
resistente. Muchas de las proteinas identificadas, e.g., exo-glucanasas, cutinasas, pectato
liasas, serina-proteasas, carboxipeptidasas, esterasas entre otras, participan en la hidrolisis
de la pared celular de la planta. Kantin-Moreno et al. (2013), identificaron in silico una
familia de proteinas ancladas a la pared celular de P. fijiensis, de la familia de las
glucosilfosfatidilinositol (GPI), entre las cuales hay glucésido hidrolasas, aspartil proteasas
y lisofosfolipasas. En ese trabajo se seleccionaron los genes MfGasl y MfGas2
correspondientes a dos B-1,3-glucanosiltransferasas y mediante PCR en tiempo real se
evaluaron sus niveles de expresion en medio papa-dextrosa-agar (PDA) y en hojas de
banano con SN en diferentes etapas. Se determin6 que MfGasl es un gen de expresion
constitutiva, ya que su expresion no mostro variacion durante el analisis; es posible que
participe en el remodelamiento de la pared celular. Por el contrario, MfGas2 se expresé en
la fase biotrofica y alcanz6 su nivel méximo al inicio de la fase necrotréfica, aunque
posteriormente su expresion disminuyé a niveles basales; tal comportamiento permite
suponer que este gen estd participando en la patégenesis de P. fijiensis. Las proteinas GPIs
de P. fijiensis parecen ser mas abundantes que las proteinas PIR, dado que en un analisis
de electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) se visualizaron
mayor nimero de péptidos liberados con un tratamiento acido, empleando HF-piridina (34.8
kDa, 33.7 kDa, 19.2 kDa, 17.3 kDa y 8.8 kDa) mientras que en la extraccion con NaOH,
solo se pudieron visualizar 4 péptidos (Chi-Chuc, 2011). No obstante, no se determiné la

identidad de los polipéptidos aislados.
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JUSTIFICACION

La pared celular de los hongos es una atractiva area de estudio dada su funcién como
estructura de proteccion de los patdgenos ante condiciones abidticas y bidticas
desfavorables. Ademas, su composicion proteica y de carbohidratos, al ser la primera zona
gue entra en contacto con el hospedero, cambian rapidamente en respuesta a cualquier
tipo de estrés. Diversas proteinas de la pared celular fungica también participan en la
patogénesis o funcionan como adhesinas, aunque el nimero de estudios enfocados en

dichos andlisis aun son limitados.

En P. fijiensis solo se ha realizado un trabajo in silico en el que se identificaron algunas
proteinas candidatas de la pared celular. Por tal razon, el presente trabajo es el primer
acercamiento experimental al andlisis de la composicidén proteinica de la pared celular de
este hongo y se compararon dos cepas que difieren en virulencia. La proteémica de la pared

celular de P. fijiensis resulta en informacién basica sobre este tenaz patdgeno.

Por otro lado, la manipulacion de la concentracion de nitrégeno para simular las condiciones
limitantes en nutrientes que el patégeno enfrenta durante su interaccién con la planta
permitira identificar potenciales factores de patogenicidad con base en los datos reportados
en otras especies. Es probable que en el futuro el estudio de las proteinas que componen
la pared celular de P. fijiensis permita identificar candidatos para implementar estrategias

para el control de la enfermedad.

PREGUNTA

¢ Es posible identificar proteinas relacionadas a la patogenicidad si se compara el proteoma
de la pared celular de dos cepas de P. fijiensis con virulencia contrastante?
HIPOTESIS

Si las proteinas presentes en la pared celular participan en la patogénesis y en su
remodelaciéon, entonces la cepa mas virulenta de P. fijiensis tiene mas factores de
patogenicidad en comparacion con la menos virulenta.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el protedma de la pared celular de dos cepas de P. fijiensis que difieren en su

nivel de virulencia.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Evaluar el grado de virulencia de cepas de P. fijiensis y seleccionar la mas y menos

virulenta.

Establecer un protocolo de extraccion para la proteina total de la pared celular de
Pseudocercospora fijiensis.

Analizar las proteinas por Nano-HPLC/MS/MS.

Realizar los andlisis bioinforméticos para la identificacién de proteinas Unicas de cada
cepay de las comunes entre las cepas de P. fijiensis con virulencia contrastante.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Reactivacién y crecimiento de las cepas
de Pseudocercospora fijiensis

—

Disrupcién y conteo de fragmentos de
micelio para la suspension micelial

[ !

Transferencia del micelio de las cepas
de P. fijiensis a un medio de cultivo
minimo

Inoculacién de fragmentos foliares de
Musa acuminata cv E. gigante con
micelio de P. fijiensis

|

Colecta del micelio mantenido en medio
de cultivo minimo por 1, 3y 5 dias

L

Evaluacion de la severidad de la SN
causada en fragmentos foliares
inoculados con las cepas P. fijiensis

1

Aislamiento de |la pared celular de la cepa
C1233 y Oz2b provenientes del medio
minimo después de 1, 3 y 5 dias

2

Extraccion de las proteinas idnicas y
unidas covalentemente a la CW, en cada
uno de los tiempos de colecta de las
cepas de P. fijiensis

4

Cuantificacion de la proteina obtenida en

los tiempos de colecta 1, 3 y 5 dias por el

método de Bradford y visualizacion de las
proteinas en geles SDS-PAGE

3

Precipitacion y digestion de las
proteinas de pared

.

Mezcla de las proteinas covalentes (1, 3
vy 5 dias) extraidas de la pared celular

Analisis bicinformaticos

de la cepa C1233 y Oz2b

|

Identificacion de los péptidos presentes

en CWP de ambas cepas mediante
MNano-HPLC-MS/MS

20



CAPITULO II

CAPITULO I
EVALUACION IN VITRO DE LA VIRULENCIA DE P. FIJIENSIS

2 INTRODUCCION

Durante el proceso de interaccion planta-patégeno se desarrolla una compleja interaccion
bioquimico-molecular entre ambos organismos y la elucidacién del proceso es de gran
interés cientifico. El hospedero utiliza receptores extracelulares, e.g. RLK o RLP (por sus
siglas en inglés receptor-like-kinases/receptor-like proteins) o intracelulares, por ejemplo,
las proteinas poseen dominios de union a nucle6tido o repeticiones ricas en leucina (NB y
LRR, por sus siglas en inglés: nucleotide-binding domain/leucine-rich repeat) para detectar
al patdgeno y evitar la infeccién. Por el contrario, el hongo secreta una multitud de
componentes, i.e., metabolitos secundarios y proteinas efectoras para evitar su
reconocimiento y manipular y suprimir la respuesta inmune de su hospedero con la finalidad
de establecerse exitosamente (Torufio et al., 2016). Los enfoques que se han utilizado para
estudiar la interaccion son diversos, e.g., bioquimicos, moleculares, histolégicos. Por
ejemplo, para evaluar la virulencia de las cepas se han implementado ensayos de infeccién
en invernaderos, camaras con condiciones controladas o ensayos in vitro. Los analisis in
vitro permiten minimizar los efectos de las variables ambientales, e.g., temperatura,
humedad, contaminacion, luz, etc. que fluctian naturalmente bajo condiciones de campo.
Controlar las condiciones aumenta la reproducibilidad experimental y posibilita realizar
andlisis mas detallados en plantas o en fragmentos foliares acerca de la patogénesis.
Laveau et al. (2009) emplearon la inoculacion in vitro de fragmentos foliares, para evaluar
el grado de virulencia de diferentes hongos que afectan al cultivo de la vid, y con base en

el tamafio de las lesiones pudieron clasificarlos y seleccionar a los mas virulentos.

Otro ejemplo es el de Kumar et al. (2011) quienes infectaron in vitro fragmentos foliares de
cultivares de cebada con el objetivo de identificar genotipos resistentes a Fusarium
graminearum. El ensayo les permitio identificar uno de los cultivares en el que el periodo de
latencia de F. graminearum fue mas largo, las lesiones formadas fueron de menor tamafio
y hubo menor producciéon de macroconidios. La presunta mayor tolerancia a la fusariosis
de este cultivar se confirmé con el tamafio de las lesiones causadas por el patégeno en los

cultivares en campo.
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El ensayo de infecciébn de fragmentos foliares también ha sido usado para evaluar la
virulencia de cepas de P. fijiensis con base en el seguimiento visual de las lesiones
causadas sobre los fragmentos de hoja de banano (Rodriguez-Garcia et al., 2016; Donzelli
y Churchill, 2009; Abadie et al., 2008; Peraza-Echeverria et al., 2008).

En 2007 Donzelli y Churchill describieron un método para evaluar de manera cuantitativa la
virulencia de P. fijiensis. Dicho ensayo se realiz6 inoculando fragmentos de micelio sobre
un area foliar delimitada en las hojas de plantas de banano e incubandolas en una camara
con condiciones controladas; lo que permitio reducir el tiempo de visualizacion de los signos
de la SN y aumentar el nUmero de ensayos, pues se llevaban a cabo en una misma hoja
de banano. Ademas, emplearon el software de analisis de imagen “Assess” 1.0 (American
Phytopathological Society, St. Paul, MN) para estimar el tamafio de las lesiones y realizar
el analisis estadistico. Por su parte, Rodriguez-Garcia et al. (2016), validaron el uso de la
infeccién in vitro de fragmentos foliares, mediante la cuantificicacion de la expresion del gen
MfAvr4.,

Con base en que la inoculacion in vitro de P. fijiensis en fragmentos foliares de Musa sp.
induce el desarrollo de los sintomas de la SN, en este trabajo se empleé dicho ensayo para
evaluar in vitro la virulencia sobre fragmentos foliares de Musa cv Enano gigante, de cinco
cepas de P. fijiensis. Estas cepas son parte de una coleccidn establecida en el afio 2011 a
partir de plantaciones de banano de los estados de Chiapas y Tabasco (Ramirez-
Hernandez, 2001); estados que son el primero y segundo productor de banano a nivel
nacional (SIAP, 2015). Las cepas de P. fijiensis que contrastaron mas en la virulencia se
denominaron como “la mas” y “la menos virulenta”. Esas dos cepas fueron empleadas para
realizar el aislamiento de la pared celular y la identificacién de las proteinas presentes en

las paredes celulares de ambas cepas.

2.1 MATERIALES Y METODOS
2.1.1 Reactivacion y propagacion de las cepas de P. fijiensis
Las cepas de P. fijiensis almacenadas en glicerol se reactivaron en medio solido de papa

dextrosa agar (PDA, Difco™), cultivandolas por tres semanas a 28° C y fotoperiodo de 12
h.
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Posteriormente, de cada colonia reactivada se corté 1 cm? y se maceré en un mortero con
pistilo, en 1 mL de medio PDB. En cada caso el micelio macerado se inocul6 en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de caldo de papa dextrosa (PDB, Difco™). Los cultivos
liguidos se mantuvieron en agitacién durante 12 dias a 100 rpm y temperatura ambiente. A
partir de los micelios obtenidos en los matraces de cultivo, se resembré nuevamente en
medio PDB y se mantuvo en agitacion por 12 dias, bajo las condiciones de luz y agitacion
arriba descritas. Estos materiales fueron utilizados como los inéculos para los experimentos

posteriores.

2.1.2 Ensayo de virulencia de las cepas de P. fijiensis sobre fragmentos foliares de

banano

El micelio de cada cepa fue recuperado por centrifugacion a 4,000 x g, se descarto el
sobrenadante y al micelio se le adicionaron 25 mL de agua estéril. El micelio se desagregd
con un politrén ultra-Turrax T25 (Janke and kunkel IKA®-labortechnik). Los fragmentos de
micelio resultantes de cada una de las cepas fueron ajustados a una concentracion de 1 x
10° fragmentos mL™* con gelatina al 1% y se inocularon sobre fragmentos foliares de Musa
acuminata cv Enano gigante, de acuerdo con Leiva-Mora (2010).

Los fragmentos foliares fueron generados a partir de la segunda y tercera hoja de plantas
de Musa acuminata cv Enano gigante de tres meses de edad, considerando como la hoja
namero uno a la hoja cigarro. Brevemente, de cada planta de banano cv. Enano gigante se
cortaron dos hojas, las cuales fueron sanitizadas y escindidas en 25 cm? para la preparacion
de los fragmentos foliares de acuerdo con Peraza-Echeverria et al. (2008). Los fragmentos
foliares fueron depositados sobre los medios de soporte, preparados con agar-benzimidazol
(A+B). La suspension micelial (150 pyL) de cada una de las cepas fue inoculada
individualmente en fragmentos foliares por triplicado y a cada tratamiento se le denominé
“agar con benzimidazol mas hongo” (A+B+H). Los testigos fueron fragmentos foliares
depositados en los medios de soporte (A+B), para determinar la viabilidad foliar aportada
por el benzimidazol, o sobre medios de agar-agar (A+A), para determinar la senescencia
del fragmento durante el ensayo in vitro (Yoshida, 1970). Ambos testigos de (A+A) o (A+B)
fueron inoculados con 1% de gelatina, sin el hongo. Los fragmentos foliares se mantuvieron
en un fotoperiodo de 12 h luz blanca y 12 h oscuridad, a 28° C. Los sintomas de SN

causados por cada cepa fungica en los fragmentos foliares fueron evaluados visualmente
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a los 0, 10, 20 y 30 dias posteriores a la inoculacién (dpi). La virulencia de las cepas fue
evaluada con base en la velocidad de aparicion de los sintomas correspondientes a la SN
de acuerdo con la escala reportada por Fouré (1982). Las cepas que causaron menor y
mayor dafio foliar fueron consideradas como las cepas menos y mAas virulenta,
respectivamente. Los ensayos fueron realizados por triplicado y en dos experimentos

independientes.

2.1.3 Deteccion del peroxido de hidrégeno en los fragmentos foliares inoculados con

P. fijiensis

Las lesiones causadas por las cepas mas y menos virulentas fueron escindidas de los
fragmentos foliares 30 dpi y las muestras fueron utilizadas para determinar, mediante
microscopia, la presencia de micelio y de peroxido de hidrogeno en el sitio de la lesion.
Brevemente, el blanqueamiento de las muestras foliares se realizd en etanol en ebullicién
durante 10 minutos, repetido tres veces. Enseguida, los fragmentos se tifieron con azul de
algoddn (Merck, Millipore) y se analizaron en el microscopio (Nikon Eclipse E200) a 20x y
en campo claro, para detectar la presencia del micelio de P. fijiensis. La deteccion del
peroxido de hidrégeno se realizé incubando las muestras con 3,3 -diaminobenzidina (DAB,
Sigma) por 8 h en la oscuridad (Cavalcante et al., 2011). Posteriormente, las muestras se
colocaron en etanol-cloroformo (4:1 v/v) por 15 dias a 4° C y después se depositaron en los
portaobjetos con glicerol al 50%. La presencia del perdxido de hidrogeno en el area foliar
se detectd en el microscopio como manchas marrones en el area de la lesion.

2.2 RESULTADOS

2.2.1 Reactivacion de las cepas de P. fijiensis

Las cepas de P. fijiensis usadas en el analisis inicial de la virulencia se enlistan en la Tabla
1. La reactivacion de las cepas en el medio de cultivo sélido mostré variacion en la
morfologia, color rosa-negro de diferente tonalidad. Cuando las cepas se cultivaron en
medio liquido, todas produjeron suficiente biomasa para la realizacion de los bioensayos de

infeccion de los fragmentos foliares.

24



CAPITULO II

Tabla 1.- Lista de cepas de P. fijiensis utilizadas en los ensayos iniciales de virulencia.

Cepa ;\/Iangj(_) de Referencia
ungicidas

Crda Semi intensivo
Crba Semi intensivo
Ramirez-Hernandez
Ch63g Intensivo (2011)
Oz2b Rural
*C1233 Rural Dr. Jean Carlier

*Aislada del INIFAP-campus Uxmal, Yucatan.

2.2.2 Infeccion in vitro de fragmentos foliares

Los andlisis iniciales de la virulencia de las cinco cepas de P. fijiensis en los fragmentos
foliares de banano mostraron que, a los 30 dpi, las cepas desarrollaron micelio sobre el
area foliar (Figura 2.1). Las cepas Ch63, C1233 y Cr4db presentaron menor crecimiento
micelial en comparacion con las cepas Oz2b y Cr6a, estas ultimas desarrollaron abundante
micelio, con textura algodonosa, color blanco y causaron signos de SN en los fragmentos
foliares (Figura 2.1). En la replica bioldgica independiente la cepa Oz2b volvié a causar la

lesion con mayor area (apéndices 1y 2).
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Figura 2.1 Biomasa de cada una de las cepas de P. fijiensis en los fragmentos foliares de M.
acuminata cv Enano gigante durante los dias posteriores a la inoculacion. T: Tiempo de muestreo
alos 10, 20 y 30 dpi, +: Agar con benzimidazol sin hongo (A+B-H), - : Agar-agar, sin benzimidazol
ni hongo (A+A-B).
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El micelio se removié de la superficie foliar con el objetivo de observar el area de las
lesiones causadas por cada cepa en los tiempos de muestreo 0, 10, 20 y 30 dpi (Figura
2.2). El dafio causado por la cepa Oz2b en los fragmentos foliares correspondio a las etapas
3,4y 5de laescala de Fouré; los signos de la SN se localizaron principalmente en los sitios
donde el micelio proliferé. La formacion de estrias se observé a los 10 dpi, las rayas y
manchas se visualizaron a los 20 dpi y se intensificaron a los 30 dpi, cuando se observé un
halo clorético rodeando a las lesiones de tipo mancha. Los fragmentos foliares inoculados
con la cepa Cr6a mostraron signos correspondientes a pizcas a los 10 dpi e indicios de
estrias a los 20 dpi, mientras que a los 30 dpi adquirieron una coloracién roja y algunas
rayas. En lo que respecta a los fragmentos foliares inoculados con la cepa Ch63g, estos no
mostraron signos de SN hasta los 20 y 30 dpi cuando se desarrollaron pizcas y estrias.

Los signos observados a los 10y 20 dpi en los fragmentos foliares inoculados con las cepas
C1233 y Cr4b fueron similares y correspondieron a pizcas. No obstante, la cepa C1233
causo lesiones tipo estria a los 30 dpi. El efecto de la cepa Cr4b a los 30 dpi no pudo ser
evaluado debido a que los fragmentos foliares empezaron a senecer presentando una
coloracién amarilla y café (Figura 2.2). En lo que respecta a los fragmentos foliares
mantenidos en los soportes de agar-agar; éstos presentaron senescencia de coloracion
amarillo-café desde los 10 dpi. En contraste, los fragmentos foliares mantenidos en
soportes de agar-benzimidazol mantuvieron su viabilidad y coloracién verde durante los 30
dpi (Figura 2.2), tales caracteristicas permitieron descartar que los dafios detectados en los

fragmentos infectados correspondieran a la senescencia del tejido.

Dado que, en experimentos independientes, la cepa Oz2b causo lesiones correspondientes
a pizca desde los 10 dpi y a que estas lesiones evolucionaron a lesiones tipo estria a los 20
dpi y a manchas de color negro a los 30 dpi, esta cepa se consideré la mas virulenta entre
las cepas evaluadas. Por el contrario, las cepas C1233 y Cr4b fueron las que causaron
lesiones correspondientes a estrias al final del experimento, pero se seleccioné la cepa
C1233 como la menos virulenta debido a que mostré resultados mas consistentes sobre los
fragmentos foliares in vitro. En resumen, las cepas Oz2b y C1233 fueron las seleccionadas

para continuar con la investigacion de este trabajo.
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Figura 2.2 Fragmentos foliares de banano cv Enano gigante mostrando el area de las lesiones
causadas dias después de la inoculacion in vitro con los fragmentos de micelio de las diferentes
cepas de P. fijiensis. T : Tiempo de muestro en dias posteriores a la inoculacion de los fragmentos
de micelio, + : Agar con benzimidazol sin hongo (A+B-H), - : Agar-agar, sin benzimidazol ni hongo
(A+A-B).
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2.2.3 Microscopia de los fragmentos foliares inoculados con dos cepas de P.

fijiensis de virulencia contrastante

Por medio del analisis microscopico se determind que la cepa C1233 (menos virulenta),
colonizé menor espacio intercelular (Figura 2.3 A). En contraste, la cepa mas virulenta
(Oz2b), crecid en el tejido intercelular formando redes entre las hifas e invadiendo las
células oclusivas de los estomas, colonizando por lo tanto mayor area foliar (Figura 2.3 B).
El testigo negativo no mostrd crecimiento de micelio en el espacio intercelular ni cerca de
los estomas (Figura 2.3 C). Estos resultados apoyan la sugerencia de que los sintomas
observados en los fragmentos inoculados fueron causados por P. fijiensis.

En la evaluacién a los 30 dpi del contenido de perdxido de hidrogeno se observé que las
areas en donde se inocularon los fragmentos de micelio contenian depésitos de color rojo-
café (Figuras 2.3 D-E), indicador positivo de la presencia de dicho compuesto. Por el
contrario, en el area del tejido no infectado (testigo negativo) no se observaron los depésitos
de peréxido de hidrégeno (Figura 2.3 F). Dicho resultado muestra que el hospedero tiene
una respuesta de defensa mediada por ROS ante la inoculacién de las cepas Oz2b y
C1233.
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Figura 2.3 Observacion microscépicadel micelio de las cepas C1233y Oz2b
en el tejido escindido de los fragmentos foliares de 30 dpi. Colonizacién del
tejido foliar por las cepas C1233 (A) u Oz2b (B) en las areas adyacentes a los
estomas; testigo negativo sin infectar (C). Deteccion de perdxido de hidrogeno
mediante diaminobencidina en los sitios de colonizacion de las cepas C1233 (D),
0Oz2b (E) o el tejido foliar no infectado (F). Las flechas blancas indican m: micelio,
st: estoma, pm: penetracion del micelio.

\
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2.3 DISCUSION

Los sintomas de SN que se han obtenido en los fragmentos foliares inoculados in vitro son
similares a los efectos observados cuando la interaccion se presenta en condiciones de
campo (Abadie et al., 2008). Por ello, la inoculacién in vitro de fragmentos foliares de
banano ha sido una estrategia que ha facilitado el estudio de la interaccion planta-patégeno,
incluida la evaluacion de resistencia a la SN de genotipos de banano (Leiva-Mora, et al.,
2010) y la expresion génica (Rodriguez-Garcia et al., 2016). Por ejemplo, la expresion
génica del efector PfAvr4 se analiz6 tanto en fragmentos foliares inoculados in vitro con
conidios de P. fijiensis asi como en muestras de plantas de campo infectadas naturalmente;
se encontré que el gen PfAvrd se expresd en niveles similares en ambas condiciones
(Rodriguez-Garcia et al., 2016). Por otra parte, Leiva-Mora et al. (2010) inocularon in vitro
plantas de banano con una suspension micelial (10° ufc. mL?t) y obtuvieron respuestas
homogéneas, hecho que les permitié diferenciar la resistencia de los genotipos ante la SN.
Una probelmatica que enfrentaron fue que se requirié de mas espacio que el utilizado en
los ensayos con fragmentos foliares (Leiva-Mora et al., 2010). En el presente estudio, la
inoculacién in vitro de los fragmentos foliares de Musa acuminata cv Enano gigante se
realizé también utilizando una suspension de fragmentos de micelio de las cepas de P.
fijiensis, para evaluar la virulencia de las cepas mediante la velocidad de aparicion de los
sintomas de la SN reportados por Fouré (1982). Las lesiones causadas por la cepa Oz2b
correspondieron progresivamente con los de las etapas 3 (raya), 4 (mancha) y 5 (mancha
con halo cloroético). Estos resultados son similares a los reportados por Donzelli y Churchill
(2007) quienes a partir de 43 dpi observaron lesiones tipo estria de color café-rojizo y
manchas con halo clorético en plantas de banano infectadas con micelio de las cepas 743,
301y BB de P. fijiensis.

En el presente trabajo las cepas Oz2b y C1233 resultaron la mas virulenta y la menos
virulenta entre las cinco cepas analizadas, de acuerdo con la velocidad de aparicién de los
sintomas de SN. Los primeros sintomas de infeccion con la cepa Oz2b aparecieron a los
10 dpi mientras que con la cepa C1233 las primeras lesiones aparecieron hasta los 20 dpi.
Las observaciones visuales fueron congruentes con lo detectado en los analisis de
microscopia del tejido foliar, ya que en los fragmentos foliares infectados con la cepa C1233
no se observaron redes entre las hifas como si se visualizé6 en Oz2b y también coloniz6

menos area que la cepa Oz2b. Esta ultima colonizé rodeando a los estomas e invadiendo
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el tejido. Islas-Flores et al. (2015) y Peraza-Echeverria et al. (2008), también detectaron al
micelio de P. fijiensis con redes en el espacio intercelular de tejido foliar infectado. Con
respecto a la presencia de peroxido de hidrégeno, los sitios de acumulaciéon de H.O, se
observaron de color rojo-marrén, por ejemplo, alrededor de los estomas a los 30 dpi. No fue
posible detectar diferencias en la induccion en la formacién de H,O; entre las cepas Oz2b
0 C1233, lo cual posiblemente se deba a que el andlisis no se realizé6 en momentos mas
tempranos. La observacion de sitios de acumulacion de H»O; en los fragmentos de hoja de
Enano gigante difieren de los resultados reportados por Cavalcante et al. (2011), quienes
evaluaron la produccién de H;O, en tres genotipos de banano con diferente grado de
resistencia a P. fijiensis y encontraron que en cultivar resistente el peréxido de hidrégeno
se acumulé a los 10 dpi, pero no se observaron acumulacion de H,O, ni en el genotipo
parcialmente resistente ni en el susceptible. Es posible que las diferencias entre ambos
resultados se deban a que Cavalcante et al. (2011) evaluaron a los 10 dpi, un periodo
temprano en la interaccion, mientras que en el presente trabajo las cepas Oz2b y C1233 si
indujeron la acumulacién de H,O, en el cultivar susceptible, pero esto ocurrio hasta los 30
dpi; no se observo en los fragmentos no inoculados (testigo). Se sabe que en los cultivares
susceptibles el sistema vegetal de defensa inmune se activa mucho mas lentamente que
en las especies resistentes (Cavalcante et al., 2011) lo que apoya los resultados

observados en la presente investigacion.
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CAPITULO Il
ESTABLECIMIENTO DE UN PROTOCOLO PARA EL AISLAMIENTO Y
EXTRACCION DE LAS PROTEINAS DE LA PARED CELULAR DE P. FIJIENSIS

3 INTRODUCCION

La pared celular fungica, ademas de actuar como una barrera de defensa ante el estrés
biético o abidtico, también representa un componente clave en la basqueda de blancos
moleculares para el control de los patégenos (Tada et al., 2013). Es una estructura
altamente dindmica en la que la composicién y distribucion de sus componentes cambia
constantemente. Tal dindmica permite que los hongos se adapten rapidamente a las
condiciones ambientales, crezcan y establezcan interacciones exitosas (Arroyo et al.,
2016). La pared celular fungica estd compuesta por melanina, lipidos, polisacaridos y
proteinas (Karkowska-Kuleta y Kozik, 2015). En el caso de los fitopatdgenos, los
polisacéridos son considerados factores de virulencia, debido a que son reconocidos por
los receptores del hospedero, lo que activa el sistema de defensa de la planta para
contrarrestar al patdgeno (Latgé y Beauvais, 2014; Malavazi et al., 2014). Las proteinas de
la pared celular también son importantes debido a que participan en la biosintesis y
organizacion de la pared, pueden funcionar como receptores y desempenfiar funciones clave
en la patogénesis. No obstante, las proteinas de la pared son dificiles de obtener y analizar
debido a su naturaleza hidrofébica, baja solubilidad, poca abundancia, heterogeneidad y
por la presencia o ausencia de glucosilaciones (Ruiz-Herrera et al., 2008; Klis et al., 2007;
de Groot et al., 2005).

En la literatura, las estrategias empleadas para la obtencion de las proteinas de la pared
celular como primer paso realizan el aislamiento de la pared celular, seguida de procesos
de fraccionamientos con detergentes, sales, tratamientos &cidos, alcalinos, cambios de
temperatura, condiciones reductoras, etc. Cabe mencionar que el aislamiento de la pared
celular es un proceso complejo y no necesariamente extrapolable a todos los fitopatégenos.
Para el aislamiento de la pared celular se han empleado perlas de vidrio, combinaciones de
desagregacion con perlas de vidrio y politron o el macerado con nitrogeno liquido (Maddi et
al., 2009; Schoffelmeer et al., 1999; Ruiz-Herrera et al., 1996). Una vez aislada la pared
celular, el siguiente desafio es la liberacion de las proteinas asociadas; dicho proceso
dependera de los tipos de enlace que las proteinas tengan con los componentes de la pared

celular fingica (Pitarch et al., 2008). Por ejemplo, las proteinas de la pared celular asocia-
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das con enlaces no covalentes o por enlaces disulfuro se extraen con detergentes como el
dodecilsulfato de sodio (SDS) o con agentes reductores como el ditiotreitol (DTT) y el 2-B-
mercaptoetanol (B-ME). Por otra parte, las proteinas unidas mediante enlaces covalentes a
la red de glucanos y quitina se extraen con tratamientos alcalinos como hidroxido de sodio,
0 enzimaticos, e.g., glucanasas y quitinasas (Pitarch et al., 2008; Klis,1994). Las proteinas
unidas a través del anclaje glucosilfosfatidilinositol (GPI) se han extraido mediante
tratamientos con fluoruro de hidrégeno piridina (HF-piridina) o acido trifluorometansulfénico
(TMSF) (Maddi et al., 2009; Castillo et al., 2008; de Groot et al., 2004). En ocasiones, la
digestion directa de la pared celular con tripsina también ha permitido identificar proteinas
en la pared celular fangica, sin embargo, pocos trabajos han usado esta Ultima estrategia
(Gil-Bonaet al., 2015; Olaya-Abril et al., 2014). En resumen, la obtencién de la pared celular,
asi como la astringencia del fraccionamiento, dependen del tipo de proteinas que se desea

obtener de acuerdo con las preguntas de investigacién abordadas.

Castillo et al. (2008) definieron que las verdaderas proteinas de pared celular son aquellas
que por medio de analisis bioinformaticos se predice que poseen un péptido sefial, sitios
potenciales de O y N glucosilacion y frecuentemente, pero no siempre, un anclaje GPI o
una serie de repeticiones internas (PIR). No obstante, en un estudio realizado por De groot
et al. (2004) encontraron en las proteinas unidas covalentemente a la pared celular del
hongo C. albicans y liberadas previamente con NaOH y HF-piridina que no todas las
proteinas cumplen con las caracteristicas descritas como “tipicas” de ese grupo. En dicho
estudio y utilizando LC/MS/MS se identificaron 12 proteinas con anclaje GPI, dos proteinas
sensibles al tratamiento alcalino, cinco enzimas activadas por carbohidratos (Cht2p,
Crhl1p, Pgadp, Phrlp, y Scwlp), dos proteinas de adhesion (Alslp y Als4p) y algunas
proteinas con funcion desconocida. Sin embargo, el hecho de que se liberen solo con el
tratamiento alcalino o acido apoya que estan estrechamente asociadas a la pared celular,
en donde probablemente estan participando activamente en la remodelacién y expansion y

en las interacciones patdgeno-hospedero.

Hasta el momento, el conocer como los patdgenos infectan a su hospedero sigue siendo
un reto intelectual dado que poco es lo que se sabe acerca de los mecanismos y estrategias

gue utiliza el patégeno para lograr la infeccion en su hospedero. El estudio de la interaccion
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planta-patdgeno mediante enfoques “Omicos” ha permitido un acercamiento poderoso, e.g.,
la secuenciacion de genomas y la transcriptomica, que contribuyen a la prediccion y
desenmascaramiento de presuntos genes relacionados con la patogenicidad (Chang et al.,
2016). Por otra parte, la protedmica permite la identificaciébn de las proteinas que estan
presentes en los organismos, ya sea en condicion de homeostasis 0 sometidos a una
determinada circunstancia y en un tiempo definido. Ademas permite un analisis de alta
sensibilidad para diferentes compartimentos celulares y con ello se pueden conocer y definir
los subproteomas. Asi mismo, el proteoma de la pared celular fungica representa un
elemento clave para la comprension de los eventos que acompafan a la interacion planta-
patégeno, debido a que en esta estructura podrian encontrarse los elementos proteicos que
facilitan la colonizacion (Sosinska et al., 2011).

Es de resaltar que en el caso de P. fijiensis, hasta el momento, solo se ha reportado un
andlisis protedmico del secretoma in vitro e in planta (Escobar-Tovar et al., 2015) pero nada
se conoce acerca del proteoma de su pared celular, por lo que en este trabajo se reporta
por primera vez a las proteinas presentes en la pared celular de P. fijiensis.

3.1 MATERIALES Y METODOS
3.1.1 Colecta del micelio de P. fijiensis

Para producir suficiente biomasa de P. fijiensis, de las dos cepas en estudio fueron
cultivadas en medio PDB durante 12 dias en agitacion constante. El micelio de cada cepa
fue recuperado por centrifugacion a 1,500 x g, se lavé dos veces con agua estéril bidestilada
(aaH20), y se transfirié a matraces conteniendo 50 mL de medio minimo (base nitrogenada
de levadura sin aminoéacidos y sulfato de amonio), suplementado con dextrosa (10 g L.
Cada cepa se incubd en el medio minimo de cultivo por 1, 3 y 5 dias, el micelio se filtré y
cosechd en cada uno de estos tiempos, enseguida, la biomasa colectada se enjuagé dos

veces con ¢H20 y se almacend a -80 °C. Todos los muestreos se realizaron por triplicado.

3.1.2 Aislamiento de la pared celular

El aislamiento y liberacion de las proteinas de la pared celular de P. fijiensis se realiz6
siguiendo las metodologias descritas para Neurospora crassa (Maddi et al., 2009) Fusarium
oxysporum (Schoffelmeer et al., 1999) y Ustilago maydis (Ruiz-Herrera et al., 1996). La

ruptura de la pared celular de P. fijiensis se realiz6 con nitrégeno liquido, perlas de vidrio y
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sonicacion. Las proteinas de la pared celular fueron liberadas con tratamientos acidos y
basicos (Chi-Chuc, 2011) y también mediante la digestion directa con tripsina; las proteinas

fueron enviadas a la Universidad de Ottawa para su identificacién por nano-HPLC-MS-MS.

Se realizaron mdultiples intentos para el establecimiento de la metodologia de aislamiento
de la pared celular, para ello Unicamente se utilizé la cepa C1233 de P. fijiensis, cultivada
en el medio PDB. Solo se describe el protocolo final, el cual se basa en el método reportado
por Maddi et al. (2009), con modificaciones. Brevemente, para cada tiempo de muestreo el
micelio fue macerado en mortero con pistilo y en presencia de nitrégeno liquido. Enseguida,
al macerado se le adicionaron 1.5 mL del amortiguador de extraccion PPS (PBS 1x, PMSF
1 mM y SDS 1%) por cada gramo de micelio y se homogenizé. El PBS se prepar6 de
acuerdo con el manual de Sambrook et al. (1989). La muestra fue transferida a tubos
Eppendorf, se centrifug6 a 4,000 x g por 5 min a 4 °C y el sobrenadante fue colectado y se
le denomind proteina citosolica; la pastilla (pared celular) se lavd una vez mas con el

amortiguador de extraccion y cinco veces mas con PP (PBS 1x y PMSF 1 mM).

A los tubos individuales, conteniendo la pastilla de pared celular, se les adicionaron 500 pL
de PS (PBS 1x y SDS 1%), se calentaron a 95° C por 5 min, se incubaron en hielo 5 min 'y
se centrifugaron a 10,000 x g; las proteinas recuperadas en este paso fueron denominadas
proteinas idnicas. La pastilla fue lavada extensivamente con PP (6 veces) y 6 veces mas
con 4¢H20. Finalmente, la pared celular (pastilla) de cada tiempo de muestreo y de cada
cepa se congeld vy liofilizé. La pared celular liofilizada de ambas cepas se tifié con blanco
de calcofltor (Sigma) siguiendo las instrucciones del proveedor y se visualizé en los
microscopios de campo claro y de fluorescencia. La extraccion de las proteinas unidas
covalentemente a la pared celular se realiz6 a partir de tres g de pared celular de cada una

de las muestras.
3.1.3 Liberacion de las proteinas de la pared celular de P. fijiensis

En cada caso la pared celular liofilizada fue tratada con 30 mM de NaOH a 4 °C por 4 h con
agitacion intermitente cada 30 min, para liberar las proteinas sensibles al tratamiento
alcalino. La reaccion fue detenida empleando un volumen igual de acido acético glacial e
incubando por dos horas en hielo y con agitacion cada 30 min. Las proteinas se recuperaron

centrifugando a 16,000 x g por 5 min a 4 °C y se almacenaron a -20 °C. Para liberar a las
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proteinas con anclaje GPI, a las pastillas de la pared se les adicion6é 1 mL de HF-piridina,
se incubd por 2 h en hielo, con agitacion cada 30 min; la reaccién fue detenida con un
volumen igual de 49H20O durante 90 min, en hielo. Las proteinas GPI liberadas de la pastilla
(pared celular) fueron recuperadas centrifugando las muestras a 16,000 x g por 5 min a 4
°C. A las proteinas liberadas con el tratamiento alcalino y el tratamiento acido se les

denominé proteinas covalentes.

Las muestras de proteinas de cada cepa recuperadas en cada tiempo de muestreo (1, 3y
5 dias) provenientes de los tratamientos basico y &cido, fueron dializadas en membranas
Slide-A-Lyzer con ¢H20 por 24 h (Thermo Scientific). Después de la didlisis, las proteinas
Se recuperaron y precipitaron.

3.1.4 Precipitacién de las proteinas

Las muestras con las proteinas denominadas i6nicas, asi como las denominadas
covalentes se precipitaron de manera independiente con 0.015% de desoxicolato de sodio
(DOC) y se incubaron a 4 °C toda la noche. A las muestras se les adiciond &cido
tricloroacético (TCA) a una concentracion final de 10% y se incubaron toda la noche a 4 °C.
Los tubos se centrifugaron a 16,000 x g, 5 min, y la pastilla fue lavada dos veces con un mL
de acetona fria al 100%. El sobrenadante se descartd, la pastilla se deshidraté a
temperatura ambiente por 20 min, se resuspendié en amortiguador PBS 1x y se almacend
a -20 °C hasta la realizacion de los andlisis protebmicos. Las proteinas covalentes se
cuantificaron por el método de Bradford modificado (Ernst y Zor, 2010) y se analizaron en
un gel de 12% SDS-PAGE. Las proteinas de cada tiempo de muestreo liberadas con los
tratamientos acido y basico correspondientes a la cepa C1233 se mezclaron en un solo
tubo al que se le denominé proteinas covalentes de la pared celular de C1233. La cepa
0Oz2b también se sometié al mismo proceso y las proteinas se denominaron proteinas

covalentes de la pared celular de Oz2b.
3.1.5 Preparacion de las muestras para proteémica

De manera independiente,10 ug de las proteinas idnicas o covalentes se reprecipitaron con
una mezcla de metanol-cloroformo siguiendo el método descrito por Friedman (2007).

Brevemente, las muestras se completaron a 400 uL con H,O grado protedmico; enseguida
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se les adicionaron cuatro volimenes de metanol y un volumen de cloroformo, se agit6 1
min y se centrifug6 a 14,000 x g por 5 min. A la pastilla se le adicionaron 400 uL de metanol,
se centrifugd a 17,000 x g por 5 min, se descarto6 el sobrenadante y la pastilla se deshidratd
en una campana de extraccion. Posteriormente, las pastillas de proteinas fueron
resuspendidas en 8 M de urea (Sigma) y luego fueron reducidas con 10 mM de ditiotreitol
(DTT) durante 1 h a temperatura ambiente. Enseguida, las proteinas fueron alquiladas con
5.5 mM de iodoacetamida por una h en la oscuridad y a temperatura ambiente. A las
proteinas alquiladas se les adicionaron 4 volumenes de agua y fueron digeridas durante
toda la noche a 37 °C con tripsina (1 pg por cada 100 pg de proteina, Sigma). La digestion
se detuvo con 0.1% de acido férmico (Sigma) y la muestra se centrifugd a 20,000 x g por

10 min.

Los péptidos digeridos (4 ug) se depositaron en tubos de 0.2 mL, se deshidrataron al vacio
y resuspendieron en 10 pL de 0.1% de acido trifluoracético (TFA); los péptidos fueron
desalados con puntas Ziptip (Millipore) siguiendo las instrucciones del proveedor.
Brevemente, las puntas Ziptip se equilibraron con acetonitrilo al 100% y enseguida con
0.1% de TFA. Los péptidos se recuperaron de la resuspension de 0.1% TFA aspirando 10
veces con la punta Ziptip recién humedecida. Inmediatamente la punta Ziptip se enjuag6 10
veces con la solucién de TFA al 0.1%. Por ultimé los péptidos se eluyeron con 10 uL de la
solucion TFA 0.1% en acetonitrilo al 50%. Este proceso se repitié dos veces. Los péptidos
obtenidos a partir de las proteinas iénicas y covalentes fueron deshidratados en un Savant
(Thermo Fisher) por 10 min y enviados a la Universidad de Ottawa, Canada, para su
identificacion por nano-HPLC-MS/MS. Se empled el sistema nano-HPLC Dionex ultimate
3000 junto con el espectrometro de masas Orbitrap Fusion para el analisis de péptidos, se
us6 una columna de separaciéon Acclaim PepMap RSLC de 75 ym X 150 mm de longitud.
La muestra fue separada en un gradiente (A — 0.1 % &cido férmico en H,O, B — 80 %
acetonitrilo, 0.1 % &cido férmico en H0) con un flujo de 200 nl min?, el voltage de
pulverizacién fue en modo positive y la temperatura del tubo de transferencia del ion fue
275°C.

3.1.6 Anélisis bioinforméaticos

Los espectros de masa/carga generados para la identificacion de los péptidos por nano-

HPLC-MS-MS fueron procesados manualmente obteniendo los identificadores (IDs)
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proteinicos a partir de la base de datos del Uniprot; se agruparon las identidades con sus
respectivas muestras. Por medio del sistema Linux se eliminaron los IDs redundantes y se
seleccionaron los IDs comunes y los diferenciales de cada cepa y una vez mas, se les
ordend con sus caracteristicas iniciales, i.e., la masa molecular, nimero de péptidos,
accesion, etc. Una vez seleccionados, los IDs se analizaron en el programa Venny 2.1.0
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) para generar una representacion gréfica de los
IDs comunes y Unicos entre ambas cepas. Los IDs analizados en este trabajo fueron
aquellos correspondientes a las proteinas que presentes en todas las réplicas biologicas y
en el duplicado de los analisis MS-MS.

Los IDs de las proteinas enlistadas se utilizaron para encontrarlas en la base de datos de
P. fijiensis (DOE Joint Genome Institute) y descargar sus secuencias completas de
aminoacidos y para los andlisis de asignacion de ontologia génica (GO). Los GOs
resultantes fueron categorizados con el programa WEGO (por sus siglas en inglés, Web
Gene Ontology Annotation Plot) disponible en un servidor web de acceso publico
(http://lwego.genomics.org.cn/). Las secuencias descargadas fueron analizadas en los
servidores TargetP 1.1  (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/), SignalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 'y Phobius (http://phobius.sbc.su.se/) para
detectar la presencia del péptido sefial; también se analizaron con los programas Big Pl
(Pierleoni et al, 2008), GPI-SOOM (http://gpi.unibe.ch/) vy PredGPI
(http://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/) para identificar el sitio de anclaje GPI y los programas
NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) y NetOGlyc 4.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) para identificar sitios de N- u O-glicosilacion,

respectivamente.
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3.2 RESULTADOS
3.2.1 Aislamiento de pared celular de P. fijiensis

Para el aislamiento de la pared celular de P. fijiensis se seleccionaron los tres métodos
descritos para los hongos fitopatbgenos Neurospora crassa, Fusarium oxysporum y
Ustilago maydis (Maddi et al., 2009; Schoffelmeer et al., 1999; Ruiz-Herrera et al., 1996). El
tratamiento basado en la desagregacién del micelio mediante perlas de vidrio y sonicador
Ruiz-Herrera et al. (1996) produjo fragmentos largos y gruesos de pared celular que se
aglomeraron como una red (Figura 3.1 A). Resultados similares se obtuvieron con el
segundo tratamiento descrito por Schoffelmeer et al. (1999) basado en el uso de perlas de
vidrio, aunque en este caso los fragmentos de pared fueron méas delgados y cortos (Figura
3.1 B). El tercer tratamiento ensayado se basa en la maceracion del micelio con mortero y
pistilo en presencia de nitrégeno liquido (Maddi et al., 2009); este fue el método que mejor
desagreg0 la pared celular de P. fijiensis (Figura 3.1 C). Bajo esta condicién los fragmentos
de la pared celular fueron cortos y desagregados, con una mejor disociacion de la pared y
por consiguiente mejor difusién del amortiguador para la liberacién de proteinas.

Figura 3.1 Aislamiento de la pared celular de P. fijiensis, cepa C1233. Vista
a través de microscopia de campo claro. A) tratamiento 1 con perlas de vidrio y
sonicador, B) tratamiento 2 con perlas de vidrio, C) tratamiento 3 con mortero y
nitrégeno liquido. Los aumentos corresponden a 20x.

Después de los primeros andlisis se determin6 que en P. fijiensis los métodos propuestos
por Schoffelmeer et al. (1999) y Ruiz-Herrera et al. (1996), para la extraccion de proteinas
de la pared celular, no liberaron proteina suficiente para la identificacién y tampoco

desagregaron de manera adecuada a la pared celular. En contraste, el método de Maddi et
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al. (2009), modificado, permiti6 desagregar la pared celular y obtener proteina para
identificar por MS (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion de proteina obtenida de la pared celular con diferentes métodos de

extraccion.

Concentracién de proteina liberada de la pared celular de P. fijiensis
(ug totales)

Metodologia Citosélicas | l6nicas Basicas | Acidas
Schoffelmeer et al.

(1999) 200 110 5 12
Ruiz-Herrera et al.

(1996) 14.3 37 2 17.5
Maddi et al. (2009) 1,490 1835 27.4 33.2
modificado

La digestion directa con tripsina en la pared celular de la cepa C1233 permitio
identificar por MS un total de 760 proteinas, de las que solo 196 tenian IDs asignados.
Mientras que de las 845 proteinas i6nicas obtenidas con el método de Maddi, 217 tenian
IDs asignhados y 636 no tenian identidad asignada. Basados en el grado de desagregacion
de la pared y el nimero de proteinas obtenidas por el método de Maddi et al. (2009), éste
fue elegido para aislar la pared celular de P. fijiensis y las proteinas respectivas de las cepas
C1233y Oz2b.

3.2.2 Aislamiento de la pared celular de dos cepas de P. fijiensis con diferente

virulencia

La pared celular aislada de la cepa C1233 (menos virulenta), presenté una estructura en
forma de red de fragmentos entrecruzados y mucho mas relajada cuando se analizé por
microscopia de campo claro (Figura 3.2 A), con respecto a la cepa Oz2b (mas virulenta)
cuya pared celular fue compacta (Figura 3.2 B). No obstante, ambas paredes presentaron
fluorescencia al tefiirse con blanco de calcofltor (Figura 3.2, C y D), colorante que se une

al polimero de quitina contenido en la pared celular fangica.
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Figura 3.2 Aislamiento de la pared celular de P. fijiensis cepas C1233y Oz2b
y andlisis por microscopia. Pared celular vista en campo claro A) C1233 y B)
0Oz2b y vista en con fluorescencia y tefiida con blanco de calcofluor C) C1233 y
D) Oz2b.

3.2.3 Perfil peptidico de las proteinas unidas covalentemente a la pared celular de las
cepas C1233y Oz2b

Las proteinas covalentes liberadas de la pared celular en las cepas C1233 y Oz2b, fueron
visualizadas en geles desnaturalizantes de 12% de poliacrilamida. Presentaron un perfil de
polipéptidos con masas moleculares entre 150 y 6 kDa, principalmente a los 3 y 5 dias de
cultivo (Figura 3.3). En contraste, la cepa menos virulenta presentdé un perfil peptidico
variable a los cinco dias. Las proteinas que se liberaron con los tratamientos alcalino y acido
revelaron una proteina abundante de ~17 kDa. Es de hacer notar que la concentracion de
proteina para cada dia de muestreo no fue suficiente para analizar en el gel concentraciones
iguales de proteina. Es por ello por lo que para cada cepa las muestras de cada tiempo de
muestreo fueron mezcladas para formar una solucién con 20 pg de proteina total. Con
dichas soluciones de proteina se realiz6 el andlisis de identificacion por espectrometria de

masas.
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Figura 3.3 Perfil de polipéptidos de las paredes celulares de P. fijiensis
cepas C1233 y Oz2b separado en geles desnaturalizantes de 12% SDS-
PAGE. Panel A) proteinas de pared celular liberadas con 10 mM de NaOH. Carril
1: Marcador de masa molecular; proteinas extraidas de la cepa Oz2b carriles: 2:
1dia, 3: 3diasy 4: 5 dias; 5: amortiguador Laemmli 1x; proteinas extraidas de la
cepa C1233 carriles: 6: 1 dia, 7: 3 dias y 8: 5 dias. Panel B) proteinas de pared
celular liberadas con el tratamiento de acido fluorhidrico-piridina. Carril 1:
marcador de masa molecular; Proteinas extraidas de la cepa C1233 carriles: 2:
1dia, 3: 3diasy 4: 5 dias; 5: amortiguador Laemmli 1x; proteinas extraidas de la
cepa OZ2b carriles: 6: 1 dia, 7: 3 dias y 8: 5 dias.

3.2.4 Identificacion de las proteinas liberadas de la pared celular por espectrometria
de masas

El andlisis por medio de espectrometria de masas de las muestras de las proteinas ionicas
y covalentes, provenientes de las paredes celulares de las cepas C1233y Oz2b, cultivadas
tanto en medio PDB como en medio minimo, produjo una lista total de 6,010 proteinas
identificadas. El primer escrutinio de esa lista se bas6 en la fiabilidad de los péptidos
encontrados en el analisis por MS (espectros de masa/carga con sefiales mayores ala linea
de base de deteccion y un 1% de tasa maxima de falsos positivos (FDR)). Este analisis
resultdé en una nueva lista de 1,710 y 1,360 proteinas para las cepas C1233 y Oz2b,
respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Numero de proteinas identificadas a partir de los péptidos detectados por

NanoHPLC/MS/MS.
Cepa Totales | Confiables | Sin identidad Co_n CEMIEEE
asignada
*C1233 covalente 2,802 1,710 1,373 337
*Qz2b covalente 2,767 1,360 1,073 287
*C1233 ibnicas 2846 168 125 43
*Qz2b idnicas 2965 2,429 1,914 514

*Proteinas liberadas de la pared celular de las cepas C1233 y Oz2b cultivadas

en el medio minimo.

Dado el alto numero de proteinas obtenidas y a que una gran cantidad de ellas no tienen

una identidad asignada, los andlisis se realizaron sélo con las proteinas covalentes de cada

cepa que ya tienen un nombre y funcion asignada. En lo que respecta a las proteinas

ionicas, éstas no fueron consideradas en el andlisis bioinformatico porque en la literatura

se han considerado como proteinas intracelulares que se asocian a la pared celular debido

a su carga eléctrica. Del numero total de proteinas (624 IDs) analizadas en el sistema Linux,

se obtuvieron 110 IDs diferenciales y 257 comunes entre ambas cepas, haciendo un total

de 367 proteinas para analizar. El analisis de las 367 proteinas mediante el programa Venny

2.1.0 produjo un grafico que diferencié los 257 IDs comunes y 80 exclusivos para C1233 y

30 exclusivos para Oz2b, respectivamente (Figura 3.4).

c1233

0z2b

Figura 3.4 Diagrama de Venny que ilustra la distribucidon de las proteinas
unidas por enlaces covalente a la pared celular de P. fijiensis. En azul las
proteinas exclusivas de la cepa C1233 y en amarillo las exclusivas de la cepa
0Oz2b; en el intercepto se muestra el nimero de proteinas comunes entre ambas

cepas.
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3.2.5 Andlisis in silico de las proteinas encontradas en la pared celular de P. fijiensis

Tanto para las proteinas comunes como para las diferenciales de las cepas C1233y Oz2b
se descargaron las secuencias completas del JGI, asi como la ontologia génica y se analizé
con el WEGO. En dicho andlisis los respectivos genes que codifican a dichas proteinas se
clasificaron como componentes celulares (parte celular, region extracelular, organelos),
funcién molecular (moléculas estructurales, regulador de transcripcion, de unién) y en
procesos biolégicos (respuesta a estimulos, biogénesis, procesos metabdlicos), tal como

se muestra en la Figura 3.5.

WEGO output b)

a) ¢

®Anatomic structure formation ® Biological regulation

Cellular component biogenesis Cellular component organization
uCellular process u Establecimient of localization
wLocalization  Metabolic process
uPigmentation uPrimary metabolic process
mResponse stimulus

Percent of genes
Number of genes

o

c) 0Z2b

®mAnatomic structure formation uBiological regulation
Cellular component biogenesis Cellular component organization

u Cellular process  Establecimient of localization

Cellular Component Molecular Function Biological Process ® Localization W Metabolic process

= Pigmentation uPrimary metabolic process

Figura 3.5 Representacion grafica de la ontologia de genes correspondientes a las
proteinas covalentes comunes de la pared celular de las cepas C1233 (mas virulenta)
y Oz2b (menos virulenta). El panel A muestra la distribucién génica y su participacién
celular. Los paneles B y C, ilustran categorias de las proteinas Unicas significativamente
enriquecidas.

En el andlisis bioinformatico 64 de las 367 secuencias de proteinas predicen poseer péptido
de secrecioén, 27 predicen tener anclaje GPI (GPI), 291 tuvieron sitios de N-glicosilacion
(NGlyc) y 229 secuencias tuvieron sitios de O-glicosilacién (OGlyc) (Tabla 4). Dado que las
proteinas definidas como proteinas verdaderas de pared celular deben poseer péptido

sefial (SP), modificaciones de glucosilacion y posiblemente un anclaje GPI, los analisis
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bioinformaticos realizados con tres programas para el SP, permitieron detectar 17 proteinas
con todas las caracteristicas predichas para las proteinas verdaderas de pared (apéndice
3).

Tabla 4.- Caracteristicas predichas mediante analisis bioinformatico en las 367 secuencias de las
proteinas con identidad en las cepas C1233 y Oz2b.

Proteinas | SP | GPI | NGlyc | OGlyc

Comunes 43 |19 201 132
C1233 18 |7 63 69
0OZ2b 3 1 27 28

3.3 DISCUSION

Existen diferentes protocolos para el aislamiento de la pared celular fangica los cuales se
han usado principalmente para patégenos de humanos (Suh, 2012; Klis et al., 2007; Chaffin
et al., 1998 y Cassanova et al., 1992) y solo unos cuantos se han descrito para hongos
fitopatégenos (Schoffelmeer et al., 1999; Ruiz-Herrera et al., 1996). Aunque es factible
pensar que los protocolos para el aislamiento de la pared celular fungica y la extraccion de
proteinas podrian extrapolarse entre los diferentes géneros, esto no siempre es factible
debido a la composicién variable de la pared celular en cada fitopatdgeno, e.g., algunos
hongos poseen una capa de melaninas en su pared celular. Esto dificulta el aislamiento y
la extraccion de proteinas (Eisenman y Casadevall, 2012). P. fijiensis posee melanina y su
pared celular parece ser mucho mas resistente que la de otros fitopatégenos en los que se
ha visto que la pared celular se desagrega con perlas de vidrio (Scholferme et al., 1999).
En el presente trabajo tal procedimiento no fue eficiente, posiblemente porque P. fijiensis
posee en su pared celular otros componentes o proteinas que facilitan su rapida
agregacion, por lo cual se empleé el macerado con nitrégeno liquido particularmente la cepa
0Oz2b, que fue la que menos se desagreg6, de acuerdo con lo observado por microscopia
de campo claro (Figura 3.2 Ay C) y en la tincién con el blanco de calcofluor (Figura3.2By
D).

La determinacion de la concentracion de proteina obtenida de la pared celular de P. fijiensis
fue de 0.15 pg pL* de la cepa C1233 y 0.14 ug pL? de la cepa Oz2b. Fernandez-Acero et

al. (2006) obtuvieron 2 mg de proteina total a partir de un g de peso seco de micelio de
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Botrytis cinerea. Ese resultado permite sugerir que el pobre rendimiento de proteina se debe
a que la pared celular es compleja y la extraccién de las proteinas requiere de multiples
lavados, lo cual va eliminando contaminantes, pero disminuye el rendmiento para la
obtencion de proteina. Otra posibilidad es que la baja cantidad de proteina recuperada a
partir de la pared celular se deba a la baja solubilidad de éstas tal como ha sido sugerido
por multiples autores (Ruiz-Herrera et al., 2008; Klis et al., 2006; de Groot et al., 2005). En
el caso de las proteinas liberadas mediante digestion con tripsina a partir de la pared celular
de P. fijiensisel el método fue directo y rapido; sin embargo, en los resultados se
identificaron una gran cantidad de proteinas de localizacion citosélica. Resultados similares
se obtuvieron cuando la pared celular de Candida albicans (Gil-Bona et al., 2015, Vialas et
al., 2012; Hernéez et al., 2010) y Saccharomyces cerevisiae (Braconi et al., 2011; Insenser
et al., 2010), fue digerida con tripsina y los péptidos resultantes fueron analizados por
espectrometria de masas (Olaya-Abril et al., 2014). Por esta razon se decidié no continuar
con esta metodologia.

El andlisis SDS-PAGE de las proteinas aisladas a partir de las paredes celulares de las
cepas C1233 u Oz2b mostro perfiles polipeptidicos diferentes. Tanto el tratamiento alcalino
(Figura 3.3 A) como el acido liberaron proteinas en cada uno de los tiempos muestreados
(Figura 3.3 B); se observé que un polipéptido de 17 kDa estuvo presente en ambos
tratamientos y que fue mas abundante en las proteinas liberadas con el tratamiento acido.
Esta proteina se ha identificado previamente en la pared celular de P. fijiensis aplicando un
método diferente de extraccion al usado en este trabajo (Chi-Chuc, 2011) y corresponde a
MYCFIDRAFT 70687, incluso, a esta proteinas Chi-Chuc la denominé HF1, por ser
liberada Unicamente con HF-piridina. Esta proteina pudiera ser una proteina de la pared
celular de P. fijiensis, pero secretada por una via alterna, dado que su analisis bioinforméatico
no mostrd prediccion de péptido de secrecidn. Esta proteina posee el mismo nimero de
accesion en las bases de proteinas del Uniprot, pero su anotacion en el Uniprot menciona
como localizacion el nucleo. Resultados similares se obtuvieron cuando se analizaron
péptidos de otras proteinas sin identidad y cuya prediccion las localiza como intracelulares
o desconocida. Como se menciond previamente, cada vez es mas comudn encontrar
proteinas atipicas en la pared celular, sugiriendo entonces que la pared celular de P. fijiensis

es mas compleja de lo que inicialmente se penso.
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Por otra parte, en los resultados de los analisis por espectrometria de masas se encontraron
proteinas cony sin identidad. Las proteinas sin identidad no tienen asignado un nombre, es
decir, no corresponden a proteinas que hayan sido analizadas funcionalmente, otra
posibilidad es que la condicion a la que fue sometida la cepa en este trabajo no expresa las
mismas proteinas que la cepa de P. fijiensis que fue secuenciada y cuyo genoma se

deposito en el JGI.

El diagrama de Venny agrupé a las proteinas con identidad asignada en tres secciones, las
exclusivas de las cepas C1233 u Oz2b y las comunes (Figura 3.4); no obstante, el mayor
namero de proteinas identificadas que participan en la patogénesis se ubicaron en las
proteinas comunes. Esto no es una sorpresa dado que ambas cepas son patogénicas y
hasta el momento, en P. fijiensis no se ha aislado una cepa avirulenta. Por otra parte, la
cepa Oz2b, ademéas de ser la mas virulenta también presentd un menor nimero de
proteinas, sugiriendo entonces que su virulencia puede estar relacionada con la mayor

expresion de proteinas particulares y no con el nimero de proteinas presentes.

De las 367 secuencias de proteinas analizadas, 64 predijeron tener péptido de secrecion y
solo unas cuantas cumplieron con todas las caracteristicas para ser consideradas como
“proteinas verdaderas de pared”, término cada vez menos empleado en la literatura actual.
Por el contrario, el término de proteinas atipicas es cada vez mas frecuente de encontrar
dado que este tipo de proteinas se aislan con mayor frecuencia de la pared celular y por
ello se sugiere que no deben ser consideradas como proteinas contaminantes (Nimrichter
et al., 2016; Longo et al., 2014; Nickel, 2010; Nickel y Rabouille, 2009). Los resultados de
este trabajo abonan a la discusion acerca de que muchas proteinas citosélicas se detectan
e identifican en la pared celular fingica y se pueden llegar a dicha estructura a través de
vias no candnicas, ya que su analisis con las herramientas bioinformaticas no identifica un

péptido sefal en su estructura.

Consideraciones similares se han planteado en otras especies de fitopatégenos, e.g., C.
albicans (Castillo et al., 2008), Paracoccidioides brasiliensis (Marcos et al., 2012 y Brito-
Wde et al., 2011) y P. lutzii (Puccia et al., 2011), en los que también se han identificado en
la pared celular proteinas atipicas, pero aun no se cuenta con informacién sobre sus
posibles funciones en la pared celular fungica (Castillo et al., 2008; Ebanks, et al., 2006 y
Nombela et al., 2006).

48


file:///G:/Submited%20to%20Fungal%20Biology%20120618.docx%23_ENREF_55
file:///G:/Submited%20to%20Fungal%20Biology%20120618.docx%23_ENREF_55
file:///G:/Submited%20to%20Fungal%20Biology%20120618.docx%23_ENREF_46

CAPITULO 1l

El analisis por espectrometria de masas identifico péptidos que empalmaron con proteinas
que participan en rutas metabdlicas. En las proteinas comunes se encontré a la trehalosa-
6-fosfato sintasa (TPS1), enzima clave en el primer paso de la ruta de biosintesis para la
trehalosa y que ha sido considerada como un factor de virulencia en ascomicetos como M.
oryzae (Fernandez y Wilson, 2011), B. cinerea (Doehlemann et al., 2006) y F. graminearum
(Song et al., 2014). Estos fitopatdégenos al tener el gen tpsl mutado, resultaron en cepas
con mayor sensibilidad a diferentes tipos de estrés, e.g., osmoético, oxidativo o de calor;
ademas, mostraron defectos en su desarrollo o tuvieron alteraciones en la sintesis de
micotoxinas. En basidiomicetos existe un solo reporte sobre Ustilago maydis, en el que la
interrupcion del gen tpsl generd una mutante sensible a estrés abiético (Cervantes et al.,
2016). La TPS1 participa en mas de un proceso celular y se ha encontrado en la pared
celular de C. parapsilosis y de C. albicans (Sanchez-Frensada et al., 2014 y Pedrefio et al.,
2007).

También se encontr6 una GPIl putativa con nimero de accesion N1Q9B7, de 221
aminoacidos y una masa molecular de 21.9 kDa; cuatro 1,3-B-glucanosiltransferasas con
numeros de accesion M3ALT7, M3BBQ1, M2YRI1 y N1Q6AS5, las cuales en el analisis in
silico realizado por Kantun et al. (2013) fueron nombradas como MfGAS1, MfGASS,
MfGAS4 y MIGASS, respectivamente, entonces el resultado experimental mostrado,
confirmé la presencia de estas proteinas GAS en la pared celular de P. fijiensis. Otra de las
proteinas identificadas en la pared celular de ambas cepas fue el efector PFAVR4 (accesion
M3AZEDOQ); este polipéptido pertenece a la familia 14 de proteinas con médulo de union a
carbohidratos, posee un total de 121 aminoacidos, masa molecular de 13.022 kDa y pl de
4.83 y se predice como proteina secretada. Se sugiere que PfAVR4 tiene la misma funcién
que su homoélogo Cf-AVR4 de Cladosporium fulvum. Stergiopoulos et al. (2010),
demostraron que el efector CfAVR4 se une especificamente a quitina, pero no a otros
polisacéaridos y que a través de dicha unién esta proteina efectora protege a la pared celular
del hongo contra la accion de quitinasas del hospedero. Los datos de este trabajo apoyan
que PfAVR4 estd unida a la pared celular. Ademas, se encontré también a la proteina
efectora PFECP6 (accesion M3A6K9); dicha proteina posee 413 aa, una masa molecular de
40.1 kDa, posee 3 dominios LYS-M y mostré un 57% de identidad con la proteina CfECPS6,

previamente reportada como un efector que secuestra los oligosacaridos de quitina y
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evitaque sean reconocidos por el sistema inmune del hospedero vegetal (Stergiopoulos et
al., 2010; Bolton et al., 2008).

Cabe mencionar que en un estudio in silico realizado por Chang et al. (2016) compararon
los genomas de P. eumusae, P. musae y P. fijiensis y se predijo que los efectores AVR4 y
ECP6 estaban presente en las tres especies. Sin embargo, este es el primer trabajo
protedmico donde experimentalmente se demuestra la presencia de PfAVR4 y PfAECP6 y
en particular, se establece su liberacién a partir de la pared celular de P. fijiensis cultivado
bajo condiciones limitantes de nitrdgeno. Su presencia se observé en las dos cepas, que,
aunque son diferentes en virulencia, ambas son patogénicas. El primer trabajo en el que se
report6 la expresion de un efector proteico bajo condiciones limitantes de nitrégeno fue el
de Van den Acerveken et al. (1994), quienes en C. fulvum detectaron la expresion del gen
Avr9, pero no la de otros genes que codifican otras proteinas efectoras. Tales resultados
sugieren que bajas concentraciones de nitrdgeno no inducen a otros efectores de C. fulvum.

En contraste, en este trabajo si se encontraron estos dos efectores proteicos.

Entre las proteinas atipicas identificadas como asociadas a la pared celular de P. fijiensis
se encontraron la malato deshidrogenasa, formato deshidrogenasa y la acetil-CoA, las
cuales en Colletotrichum acutatum se ha reportado que participan en el metabolismo de

lipidos y en la formacion del apresorio (Brown et al., 2008; Lorenz y Fink, 2001).

Otras proteinas atipicas identificadas fueron las subunidades 40 y 60S ribosomales, un
factor de elongacién, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, la isocitrato liasa, la
sucinato deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa. Estas proteinas también han sido
reportadas por otros autores como proteinas atipicas de pared celular fangicas y han sido
obtenidas de forma reproducible al aplicar tratamientos tan diversos como aquellos que
incluyen DTT y B-ME como agentes reductores; SDS en concentraciones mayores al 1%,
HF-piridina e incluso en la proteina liberada mediante la digestion directa con tripsina (Gil-
Bona et al., 2015, Olaya-Abril et al., 2014, Insenser et al., 2010, Castillo et al., 2008). Este
conjunto de resultados apoya el hecho de que las proteinas atipicas son parte de la pared
celular de P. fijiensis y posiblemente desempefien un papel importante, pero ésto esta aun

por elucidarse en el futuro.
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Otro grupo de proteinas atipicas que se detectaron en P. fijiensis son aquellas que
presentan un médulo de unién a carbohidratos (CBM, por sus siglas en inglés Carbohydrate
binding module), e.g., IDs 203826, 214273, 215233, 51402, 87294 y 88469; asi como
también proteinas relacionadas con el mantenimiento de la integridad de la pared celular y
que también son componentes de respuesta al estrés (WSC por sus siglas en inglés, cell
wall integrity and stress response components) (IDs 198572 y 51402). También se
identificaron proteinas con dominio de funcion desconocida (DUF por sus siglas en inglés,
Domain of unknown function) (IDs 153004, 55202 y 85811). El dominio DUF se ha
observado en proteinas de otros patdégenos por lo que es posible que estas proteinas estén
involucradas en la patogenicidad de P. fijiensis, pero aun debe ser confirmado. Los actuales
reportes fortalecen cada vez mas el hecho de que las proteinas atipicas sean realmente
proteinas de la pared celular, pero faltan andlisis experimentales que permitan entender
como son traslocadas hasta la pared celular del hongo ya que con base en la ausencia de
péptido de secrecion parece que no estan incluidas en la ruta clasica de secrecion mediada
por el reticulo endoplasmico y el paso por el aparato de Golgi. En resumen, este es el primer
trabajo experimental en el que se reportan proteinas presentes en la pared celular de P.
fijiensis y con ello se contribuye al mapeo general de la composicién proteica de la pared
celular de este hongo. Se analizaron dos cepas de diferente grado de virulencia y aunque
se encontraron proteinas exclusivas de una cepa o de la otra, las proteinas conocidas que
se relacionan con la patogenicidad estuvieron en el grupo de las proteinas comunes,
congruente con el hecho de que ambas cepas son patogénicas. No obstante, el trabajo si
aporta novedad ya que es la primera vez que se demuestra la presencia de efectores en la
pared celular fangica, mientras que en la mayoria de los trabajos se han descrito como
proteinas secretadas, presentes en el secretoma, cabe la redundancia (Escobar-Tovar et
al., 2015; Suh et al., 2012). Aunque PfAvr4 y PfEcp6 son proteinas secretadas, se
encontraron asociadas a la pared celular de P. fijiensis. No sorprende de PfAvr4, pero si de
PfEcp6 que se esperaria que fuese una proteina que se mantiene en el secretoma. Los
hallazgos descritos generan nuevas preguntas y abren la posibilidad para la identificacion

de proteinas nuevas en P. fijiensis.

51



52



CAPITULO IV

CAPITULO IV

Este capitulo ha sido aceptado para su publicacion en la revista World Journal of
Microbiology and Biotechnology
Title: The cell wall proteome from two strains of Pseudocercospora fijiensis with differences

in virulence

Authors: Yamily Y. Burgos-Canul !, Blondy Canto-Canché 2, Maxim V. Berezovski 3, Gleb
Mironov 3, Victor M. Loyola-Vargas !, Ana Paulina Barba de la Rosa *, Miguel Tzec-Sima 2,
Ligia Brito-Argaez , Mildred Carrillo-Pech !, Rosa Grijalva-Arango °, Gilberto Mufioz-Pérez
1 and Ignacio Islas-Flores *

Authors addresses:

1 Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas, Centro de Investigacién Cientifica
de Yucatan, A.C., Calle 43 No. 130 X 32 y 34, Col. Chuburn&a de Hidalgo, C.P. 97205
Mérida, Yucatan, México; yazmin@cicy.mx (Y.B.C.); vmloyola@cicy.mx (V.M. L.V.);
Ibrito@cicy.mx (L.B.A.); mild@cicy.mx (M.C.P.), gilberto.munoz@cicy.mx (G.M.P.);
tzecmyr@cicy.mx (M.T.S.)

2 Unidad de Biotecnologia, Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., Calle 43
No. 130 X 32 y 34, Col. Chuburna de Hidalgo, C.P. 97205 Mérida, Yucatan, México;

cantocanche@cicy.mx (B.C.C.)

% Department of Chemistry and Biomolecular Sciences, University of Ottawa, 10 Marie-
Curie, Ofttawa KIN 6N5, Canada; maxim.berezovski@uOttawa.ca (M.V.B.);

ggmironov@gmail.com (G.M.)

4 IPICYT, Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica, San Luis Potosi,
S.L.P., México; apbarba@ipicyt.edu.mx (A.P.B.R.)

®Unidad de Recursos Naturales, Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C., Calle
43 No. 130, Colonia Chuburna de Hidalgo, C.P. 97200, Mérida, Yucatan, México;
rgarango@cicy.mx (R.G.A.)

53



CAPITULO IV

*Corresponding Author: Ignacio Islas-Flores

Address: Unidad de Bioguimica y Biologia Molecular de Plantas, Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan, A.C., Calle 43 No. 130 X 32 y 34, Col. Chuburna de Hidalgo, C.P.
97205 Mérida, Yucatan, México.

Phone: +52-999-942-8330, Ext: 225
Fax: +52 (999)-942-83-00

E-mail: islasign@cicy.mx

Authors ORCID-Number

Yamily Y. Burgos-Canul 0000-0003-0063-5885
Maxim V. Berezovski 0000-0003-0514-599x
Blondy Canto-Canché 0000-0003-0446-9503
Gleb Mironov 0000-0001-9310-4949

Victor M. Loyola-Vargas 0000-0001-5386-4265
Ana Paulina Barba de la Rosa 0000-0003-4999-036x
Miguel Tzec-Sima 0000-0003-1034-2509

Ligia Brito-Argaez 0000-0002-4742-6813
Mildred Carrillo-Pech 0000-0003-4754-4008
Rosa Grijalva-Arango 0000-0002-2524-922x
Gilberto Mufioz-Pérez 0000-0003-1166-5959

Ignacio Islas-Flores 0000-0002-5353-073x

54


mailto:islasign@cicy.mx

CAPITULO IV

Acknowledgments: The authors would like to thank Dr. Marco A. Villanueva, for his critical
reading, as well as to the three anonymous reviewers, whose comments have helped to
improve the quality of the data analysis in the manuscript. We would also wish to
acknowledge E. Gongora-Castillo and A. Enriquez-Valencia for their advice regarding
bioinformatics analysis. Y. Burgos-Canul was supported by scholarship No. 255427 for Ph.
D. studies from CONACYT México. This work was funded by grants 220957 from CONACyYT
and 247355 from FOMIX.

55



56



CAPITULO IV

Abstract

Pseudocercospora fijiensis causes black Sigatoka disease, the most important threat to
banana. The cell wall is crucial for fungal biological processes, including pathogenesis.
Here, we performed cell wall proteomics analyses of two P. fijiensis strains, the highly
virulent Oz2b, and the less virulent C1233 strains. Strains were starved from nitrogen to
mimic the host environment. Interestingly, in vitro cultures of the C1233 strain grew faster
than Oz2b in PDB medium, suggesting that C1233 survives outside the host better than the
highly virulent Oz2b strain. Both strains were submitted to nitrogen starvation and the cell
wall proteins were isolated and subjected to nano-HPLC-MS/MS. A total of 2686 proteins
were obtained from which only 240 had a known function and thus, bioinformatics analyses
were performed on this group. We found that 90 cell wall proteins were shared by both
strains, 21 were unique for Oz2b and 39 for C1233. Shared proteins comprised 24
pathogenicity factors, including Avr4 and Ecp6, two effectors from P. fijiensis, while the
unigue proteins comprised 16 virulence factors in C1233 and 11 in Oz2b. The P. fijiensis
cell wall proteome comprised canonical proteins, but thirty percent were atypical, a feature
which in other phytopathogens has been interpreted as contamination. However, a
comparison with the identities of atypical proteins in other reports suggests that the P.
fijiensis proteins we detected were not contaminants. This is the first proteomics analysis of
the P. fijiensis cell wall and our results expands the understanding of the fundamental
biology of fungal phytopathogens and will help to decipher the molecular mechanisms of

pathogenesis and virulence in P. fijiensis.
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Introduction

Banana is among the ten most important edible crops in worldwide agriculture, with a
production of ~144 million metric tons of fruit per year in the tropical and subtropical regions
of 135 countries (Crous et al. 2016). The principal threat to global banana production is the
foliar black Sigatoka (BS) disease, which is found in nearly all the banana-growing regions
worldwide. The BS is caused by the fungus Pseudocercospora fijiensis (previously called
Mycosphaerella fijiensis). The most common strategy to control the BS is the use of
fungicides, with up to 35 sprays annually; this extensive use of fungicides induces resistance
in the pathogen against them and increases the risks for human, animal and environment
health (Aguilar-Barragan et al. 2014). Therefore, a better understanding of P. fijiensis
pathogenesis is mandatory to elucidate new control strategies.

The enormous advance of the technologies and informatics used to generate and process
large biological data sets is remarkably improving our understanding of biological systems.
Most of the knowledge on plant-pathogen interactions has been gained by transcriptomics
(Chang et al. 2016). In the case of P. fijiensis, the first transcriptomics analysis was carried
out on a suppression subtractive hybridization library constructed from the interaction
between the susceptible Musa acuminate cv ‘Grand Nain’ and the pathogen (Portal et al.
2011). Recently, Noar and Daub (2016) identified 802 differentially expressed genes from
M. fijiensis using RNA seq, where 483 were highly expressed in infected plants in
comparison with those when the pathogen was grown on potato dextrose broth (PDB)
culture medium. The transcripts encoded oxidoreductases, peptidases, transporters,
enzymes in the CAZy family, hypothetical proteins with unknown functions, and homologs
of Avr4d, Ecp2, and Ecp6, these latter effectors of the tomato pathogen Cladosporium fulvum
(Chang et al. 2016; Noar and Daub 2016). Despite the advantage provided by those new
technologies, a correlation between gene expression and protein synthesis is not always

straightforward.

To date, only one BS proteomics study has been reported (Escobar-Tovar et al. 2015). The
authors compared the secreted proteome of P. fijiensis in vitro with its secreted proteome in
compatible (successful infection leading to disease; host susceptible) and incompatible (the

pathogen cannot colonize the host and cause disease; host resistant) pathogen-plant inte-
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interactions. They identified glycosidases, glycosyl transferases, transaldolases, salicylate
hydroxylase, cutinase, enzymes involved in reactive oxygen species (ROS) detoxification,
and one virulence candidate, thus supporting the key role of the secretome in pathogenesis.
Despite the progress made in recent times, much work remains to be done to understand
the P. fijiensis pathogenesis thus proteomics can be considered as a powerful tool to achieve

a better understanding of the biology and pathogenicity of this fungus.

The cell wall is essential for fungal growth, as it is the first barrier to resist the host defense
mechanism and it is also involved in pathogenesis. Studies on the cell wall of pathogens are
important for crop protection since key enzymes involved in cell wall biosynthesis have been
largely used as targets for drug design (Karkowska-Kuleta and Kozik 2015). Common cell
wall proteins implicated in pathogenesis are chitinases, aspartic proteases and
phospholipases (Karkowska-Kuleta and Kozik 2015; Li et al. 2015; Liu and Free 2016;
Prados-Rosales et al. 2009), 1,3-beta-glucanosyltransferase (GH72), 1,3-B-glucanase
(GH17), superoxide dismutase, and peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (Araujo et al. 2017,
Karkowska-Kuleta and Kozik 2015; Longo et al. 2014;_ Maddi et al. 2009; Prados-Rosales et
al. 2009), among others. Concerning the proteomics of the host-pathogen interaction, it has
been successfully applied to study the cell walls of the human pathogens Candida albicans
(Castillo et al. 2008) and Aspergillus fumigatus (Bruneau et al. 2001), as well as the plant
pathogens Fusarium oxysporum (Prados-Rosales et al. 2009) and Neurospora crassa (Ao
et al. 2016). Many fungal cell surface proteins such as adhesins, lectin-like adhesins, and
the cysteine-rich hydrophobins have also been identified (de Groot et al. 2016). These
proteins are involved in the initial physical interaction of the cell wall pathogen with the

external surface and cell walls of the host.

It is worth to mention that pathogenesis and virulence are not the same in plant pathology,
although they are frequently used as synonyms (Surico 2013). The former is a qualitative
term (the ability of a microorganism to produce disease) while the latter is quantitative (the
degree of severity of an infection). Plant pathologists have paid more attention on
pathogenesis whereas the molecular mechanisms governing virulence are still poorly
understood; furthermore, progress is even slower because the proteins involved in one or

the other trait have been called indistinguishably.
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Nitrogen starvation of in vitro cultures mimics the in planta environment and induces the
synthesis of proteins involved in fungal pathogenesis (Oh et al. 2017; Snoeijers et al. 2000).
We hypothesized that submitting two P. fijiensis strains with differences in virulence (less
virulent C1233 and highly virulent Oz2b strains) to nitrogen starvation, would enable us to
evidence cell wall pathogenicity factors (those necessary to cause disease/damage in the
host), as well as virulence factors (those responsible for the severity of an infection) in this
pathogen. Expected protein pathogenicity and virulence factors comprise 1,3-beta-
glucanosyltransferase (GH72), 1,3-B-glucanase (GH17), superoxide dismutase,
hydrophobin, peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, among others, and the protein Avr4, a very
well-known effector of P. fijiensis that binds specifically to chitin on cell wall, and protects
the pathogen against the action of chitinases from the host (Stergiopoulos et al. 2010). Using
this approach, a total of 2686 proteins were obtained but only for 240 had assigned
functions. For this reason, bioinformatics analyses were performed on this set of proteins.
Both strains shared 90 proteins, while there were 39 differentially expressed proteins for the
C1233 strain and 21 for the Oz2b strain. An isoenzyme of peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
was detected exclusively in Oz2b. Many other potential pathogenicity factors (a total of 24
in the set of shared proteins) and potential virulence factors (16 in C1233 and 11 in Oz2b)
were identified. To the best of our knowledge, this is the first description of a proteomics
study for the cell wall from P. fijiensis. Ours findings proved that our hypothesis on finding
virulence and pathogenicity factors upon nitrogen starvation was correct and highlight the

importance of P. fijiensis cell wall in pathogenicity and virulence.
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Materials and Methods
Fungal strains

Both monoascosporic strains were obtained from in-field, naturally infected and diseased
leaves of Musa acuminata cv. Grand Nain, collected in Mexico from a plantation in Yucatan
(C1233) and Chiapas (Oz2b).

Fungal culture growth conditions

The strains C1233 and Oz2b, were grown for 12 d in 50 mL PDB (Difco™ BD Sparks, MD,
USA) medium, with agitation. Mycelia were individually recovered by centrifugation at 4,000x
g and disaggregated in 25 mL 4sH2O with an ultra-Turrax T25 (Janke and kunkel IKA®-
labortechnik, Wilmington, NC, USA), according to Leiva-Mora (2010). Growth curves were
determined after inoculating one mL of C1233 or Oz2b fungal disaggregates into fresh PDB
medium, and the growth was evaluated by fungal biomass quantitation, every 2 d during 12
d. Fresh weight was recorded after mycelium harvesting and filtration for 1 min with negative
vacuum at -15 inches of Hg. Fungal tissues were dried at 60 °C for 2 d and immediately
weighed using an analytical balance (Radwag As220-C-2, Guadalajara, Mexico).

Virulence assay on banana leaf fragments

Pseudocercospora fijiensis C1233 and Oz2b strains were in vitro evaluated for virulence on
Musa acuminata AAA (cv. Grand Nain), a cultivar susceptible to black Sigatoka disease.
Mycelial fragments (fragments/mL) were quantified with a Sedgewick Rafter Counting
Chamber under an optic microscope (Nikon Eclipse E200, Westmont, IL, USA) and adjusted
to 1x10° fragments/mL according to Leiva-Mora et al. (2010). Atrtificial in vitro infection of
banana leaf fragments was performed according to Peraza-Echeverria et al. (2008). Leaf
fragments were inoculated with 150 pL of mycelium fragments and incubated at 28 °C under
a 12 h photoperiod (night/day). Development of BS symptoms according to Fouré (1982)
was visually monitored at 0, 10, 20 and 30 d post-infection (dpi). Leaf fragments inoculated

with 1% sterile gelatin (Sigma) were used as controls.
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Histological and histochemical analyses

Leaf fragments inoculated with P. fijiensis C1233 or Oz2b strains (30 dpi) were cleared by
boiling in ethanol, 3 x 10 min each. After chlorophyll removal, samples were incubated for
30 min in 0.05% cotton-blue solution to stain fungal mycelium. Samples were observed
under a microscope (Nikon Eclipse E200) at 20x in bright field, and images were recorded
with a camera (Infinity 3-1UC; Ottawa, ON, Canada) coupled to the microscope. Production
of H,O, resulting from leaf fragment infection with P. fijiensis was revealed with 3,3"-
diaminobenzidine (DAB) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) solution (100 mg in 100 mL
water and 50 puL HCI); leaf discs of areas with lesions were incubated in DAB for 8 h in the
dark, and then transferred to ethanol-chloroform (4:1 v/v) (Sigma) for 15 d at 4 °C, mounted
in 50% glycerol (Sigma), and observed under the microscope.

Isolation of fungal cell wall

The C1233 and Oz2b P. fijiensis strains were grown for 12 d in (PDB). Biomass was
harvested by centrifugation at 1,500x g, washed twice with sterile 44H>0 and then transferred
into flasks with 50 mL of minimal culture medium (yeast nitrogen base without amino acids
and ammonium sulfate) (Sigma), and supplemented with 10 g/L dextrose (Sigma). After
incubation, for 1, 3 and 5 d, mycelia were harvested by filtration, washed twice with sterile
4dH20 and immediately stored in liquid nitrogen until cell wall isolation. P. fijiensis cell wall
was isolated following a modification of the method described by Maddi et al. (2009). Briefly,
mycelium (8 g) harvested at days 1, 3 and 5 was independently ground with mortar and
pestle in the presence of liquid nitrogen, until a fine powder was obtained. One half gram
(0.5 g) of each mycelium powder was placed in individual 2 mL Eppendorf tubes and added
with 1 mL of PPS extraction buffer (PBS 1x, PMSF 1 mM, SDS 1%), homogenized and
centrifuged at 4,000x g for 5 min at 4 °C. The PBS 1x buffer was composed of (1L: 8 g NaCl,
0.2 g KCI, 1.44 g Na;HPO4, 0.24 g KH,PO. pH 7.4). The supernatants containing the
cytoplasmic proteins were discarded. The pellets were washed once more as above. The
resulting pellets were washed five times with PP buffer (PBS 1x and PMSF 1 mM),
centrifuged as described above and the supernatants from each wash discarded. The pellets
were resuspended in 500 uL of PS buffer (PBS 1x, SDS 1%), heated at 95 °C for 5 min,

incubated on ice for 5 min, centrifuged at 10,000x g for 5 min, and the supernatants containi-
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containing the cell wall associated ionic proteins discarded. The pellets (cell walls) were
sequentially washed 6 times with 1 mL PP buffer and 6 times further with 1 mL H,O. After
each wash, the pellets were recovered by centrifugation at 10,000x g for 5 min. The resulting
pellets were considered as the cell wall fractions of the C1233 or Oz2b strains, and

individually lyophilized.
Releasing of the fungal cell wall proteins

The lyophilized cell walls were treated with 1 mL of 30 mM NaOH (Sigma) at 4 °C for 4 h
and gentle agitation, to release the alkali sensitive proteins. The alkaline reaction was
stopped with one volume of glacial acetic acid, incubating 2 h with agitation. The
supernatants were collected by centrifugation, 5 min at 16,000x g, 4° C and then stored at -
20 °C until analysis. Alkaline treated pellets were subsequently treated with 1 mL hydrogen
fluoride-pyridine  (HF-Pyridine 70:30 v/v) (Sigma) for 2 h, to release GPI-
(glucosylphosphatidylinositol) anchored proteins; the reaction was stopped with one volume
of sterile water and incubation for 90 min on ice (Castillo et al. 2008). Released GPI-
anchored proteins were recovered by centrifugation of the supernatants at 16,000x g for 5
min. Both, alkali and HF-pyridine protein preparations were independently dialyzed
overnight against sterile 44H20, using a Slide-A-Lyzer filter (Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA). After dialysis for each strain, alkali and HF-pyridine released proteins obtained from
samples harvested at 1, 3 and 5 d were pooled and labeled “cell wall covalently bound
proteins (CWPcb).”

CWPcb protein preparations were added with 0.015% sodium deoxycholate (DOC) (Sigma)
and precipitated overnight at 4 °C with 10% of trichloroacetic acid (TCA) (Sigma). Proteins
were pelleted by centrifugation at 16,000x g, washed twice with cold 100% acetone (1 mL
by tube) (J.T. Baker, Ecatepec, Mexico), then dried briefly at 25 °C and re-suspended in 20

pL 1x PBS buffer. Protein samples were stored at -20 °C until further analyses.
Protein preparation and digestion

The CWPcb samples (10 ug each) were precipitated using the chloroform-methanol protocol
described by Friedman (2007). Proteins were resuspended in 50 yL 8 M urea (Sigma), and

10 mM dithiothreitol (Sigma) for 1 h at room temperature, alkylated with 5.5 mM iodoacetami-
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iodoacetamide (NMR crystalline, Sigma) and then digested overnight at 37 °C with 1 ug
trypsin (proteomic grade, Sigma). Proteolysis was stopped with 0.1% formic acid (Sigma)
and centrifuged at 20,000x g for 10 min. Aliquots equivalent to 4 ug of digested peptides
were placed in 0.2 mL PCR tubes and dehydrated in a Savant Speedvac concentrator
(Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) for 30 min, then resuspended in 10 pL of 0.1%
trifluoroacetic acid (TFA) (Sigma) and desalted with Cig Ziptip tips (Millipore) (Burlington,
Massachusetts, USA). Tryptic peptides were eluted from Ziptip tips with 10 pL of 0.1% TFA
and 50% acetonitrile (Sigma), following the supplier’s instructions. Eluates were dried in
Savant Speedvac concentrator for 10 min and sent for analysis by nano-HPLC-MS/MS to
the mass spectrometry facility at the University of Ottawa, Canada.

NanoHPLC-MS/MS analyses of peptides

A Dionex Ultimate 3000 nano-HPLC system coupled with an Orbitrap Fusion™ Trihybrid
Mass Spectrometer (Thermo Scientific, San Jose, Ca) was used for analysis of peptides
with an Acclaim PepMap RSLC 75 pum ID x 150 mm length separation column (Thermo
Scientific, San Jose, Ca). For each sample, 5 ul (2 pg of peptides) were injected and
separated by the following gradient (A—0.1% formic acid in H.O, B—80% acetonitrile, 0.1%
formic acid in H,0O) with the flow of 200 nL/min: 0.0-80.0 min 0-40% B, 80.0-80.1 min 40-
80% B, 80.1-90.0 min 80% B, 90.0-90.1 min 80-2% B, 90.1-115.0 min 2% B. Nano-ESI
conditions: spray voltage in positive mode at 2000 V; ion transfer tube temperature at 275
°C; S-lens RF level-60. Survey scans of peptide precursors from 300 to 1500 m/z were
performed at 60K resolution (at 200 m/z) with a 2 x 10° ion count target and maximum

injection time of 50 ms.

The raw data were processed using Proteome Discoverer in the PEAKS bioinformatic
package (Zhang et al. 2012). The MS? spectra were searched with the SEQUEST HT (Eng
et al. 1994) engine against a UniProt (https://www.uniprot.org/) database for P. fijiensis.
Peptides were generated from a tryptic digestion with up to two missed cleavages,
carbamidomethylation of cysteines as fixed modifications, and oxidation of methionine and
protein N-terminal acetylation as variable modifications. Precursor mass tolerance was 10
ppm and product ions were searched at 0.6 Da tolerances. Peptide spectral matches (PSM)

were validated using a target-decoy validation with FDR of 1%.
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Bioinformatics analysis

The IDs from the proteins retrieved from the Uniprot and P. fijiensis databases were
depurated by selecting only those IDs whose peptides were present in at least three out of
four independent analyses carried out in two independent biological replicates. The resulting
new depurated IDs lists for the C1233 and Oz2b strains were submitted to in silico analysis
to download the complete full amino acid sequence from each protein. The Venny 2.1.0
program (Oliveros, 2007) was used to group the common and unique proteins for P. fijensis
strains. The gene ontology (GO) was downloaded from the P. fijiensis database in the DOE
Joint Genome Institute (https://genome.jgi.doe.gov/pages/search-for-
genes.jsf?organism=Mycfi2) using the respective IDs as a query. The retrieved GOs were
uploaded online to the Web Gene Ontology Annotation Plot (WEGO) 2.0 program (Ye et al.
2018), to visualize the biological processes where these proteins are involved. Amino acid
sequences were analyzed for the presence of a signal peptide with TargetP 1.1
(Emanuelsson et al. 2000), SignalP4.1 (Petersen et al. 2011) and Phobius (Kall et al. 2004).
The Big PI (Eisenhaber et al. 2004), GPI-SOOM (Fankhauser 2005) and PredGPI (Pierleoni
et al. 2008) programs were used to detect the GPI anchoring site in protein sequences. The
NetNGglyc (Gupta and Brunak 2002) and the NetOglyc (Steentoft et al. 2013) programs

were used to determine protein glycosylation sites.

To identify pathogenicity and virulence factors in the sets of common and strain-specific
proteins, the sequences were used as queries for Blastp in the Plant-Host interaction
database (http://phi-blast.phi-base.org/) (Urban et al. 2016). Proteins that did not retrieve
hits from PHI, were manually searched in the web using as keywords their function category

identities, and “pathogenicity factor” or “virulence factor”.
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Results
Pseudocercospora fijiensis strains with differences in virulence

To distinguish if there is difference in virulence between P. fijiensis C1233 and Oz2b strains,
they were submitted to an in vitro virulence assay on detached banana leaf fragments. This
assay was recently validated as a reliable strategy to evaluate virulence and gene
expression in this pathogen (Rodriguez-Garcia et al. 2016). The in vitro virulence assay
showed that the C1233 strain induced the appearance of small specks at the site of infection
at 10 dpi, which enlarged slightly at 20 and 30 dpi (Fig. 1). In contrast, the Oz2b strain
caused sparse brownish specks at 10 dpi but at 20 and 30 dpi, the lesions increased
dramatically resulting in a large necrotic spot surrounded by a chlorotic halo while control
leaf fragments remained green during the time of the experiment (Fig. 1). Based on these
results, strain Oz2b was identified as highly virulent and C1233 as less virulent.

Position for Fig. 1
Histological observations of artificially infected banana leaf fragments

To support the above results showing differences in visual damage caused on banana
leaves by C1233 and Oz2b P. fijiensis strains, histological observations were conducted at
30 dpi to monitor their tissue colonization. Cotton blue stain evidenced the mycelia growing
in the intercellular spaces of banana leaves, while 3,3 -diaminobenzidine evidenced the
production of ROS species (Cavalcante et al. 2011). Oz2b strain colonized the banana leaf
intercellular spaces better than C1233 (Fig. 2a and 2b), consistent with the differential
damages observed on the banana leaf fragments. This result supports the existence of
differences in virulence between both fungal strains. In the control leaf, mycelium was not
detected (Fig. 2c). Evaluation of ROS production in banana leaf fragments infected with the
less virulent and highly virulent P. fijiensis strains was carried out. At 30 dpi, a red-brown
staining was observed on the cell walls of mesophyll cells, indicating ROS accumulation in
response to both strains (Fig. 2d and 2e), while the control did not yield a color reaction (Fig.
2f).

Position for Fig. 2
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In vitro growth of the C1233 and Oz2b strains in PDB culture medium

Differences in virulence between fungal strains are evaluated by different criteria, e.g., host
damage, conidia production, and growth rate in host and in vitro (Fang and Barbetti 2014;
Li et al. 2015; Plaumann et al. 2018). But correlation of growth in planta vs. in vitro is not a
rule. In F. oxysporum f. sp. Lycopersici, a highly virulent strain on tomato plants showed an
in vitro larger growth and conidia production than less virulent strains (Manikandan et al.
2018). On the contrary, the hemibiotrophic fungus Colletotrichum higginsianum, strains with
different virulence towards Arabidopsis thaliana showed no differences when grown in vitro
(Plaumann et al. 2018). To evaluate the growth in vitro of C1233 and Oz2b strains, they
were cultured in PDB medium (Fig. 3). The fresh weight curve followed a similar growth rate
in both strains, up to day 8. At this time-point, the Oz2b reached the stationary phase, while
C1233 continued growing until day 12 (Fig. 3a). The dry weight curve followed a similar
pattern to that of fresh weight in both strains (Fig. 3b).

Position for Fig. 3
Isolation of the cell wall from P. fijiensis strains

Fungal cell wall compactness is involved in tolerance to osmotic stress caused in vitro by
culture medium or in the host environment (Bowman and Free 2006). To characterize the
cell wall in the highly virulent Oz2b and the less virulent C1233 strains, we proceeded to
isolate their cell walls and observe them under the microscope. P. fijiensis strains C1233
and Oz2b were first cultured in PDB medium to obtain biomass and then transferred into
nitrogen-deficient minimal medium (Fig. 4a and 4d). Cell walls were observed as arranged
in thread-like structures, but with a more relaxed appearance with spaces in the netting from
the C1233 strain (Fig. 4b), while the cell wall of the high virulent strain was more compact
(Fig. 4e). The successful isolation of cell walls was confirmed by staining with calcofluor
white (Sigma), a specific chitin dye, which produced fluorescence on the net structure (Fig.
4c and 4f).

Position for Fig. 4

Cell wall proteomics of P. fijiensis
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The main goal of this research was to elucidate the catalog of cell wall proteins involved in
P. fijiensis pathogenicity and virulence. The strategy to achieve this goal included: a) the
isolation of the cell walls (from two P. fijiensis strains with differences in virulence, both
submitted to nitrogen starvation); b) the sequential extraction of their different types of cell
wall proteins; c) protein preparation pooling for each strain; and d) analysis by MS. A total
of 2686 fungal cell wall proteins were detected in the CW from both strains, but most of
these proteins (2446, 91.07%) were unknown. The remaining 240 polypeptides (8.93%)
were CWPcb with assigned identities in Uniprot and P. fijiensis databases. Therefore, further
analyses were performed on those 240 proteins with assigned identities (129 from C1233
and 111 from Oz2b). We found that 90 of these 240 proteins were common to both strains;
while 39 were unique for the C1233 strain and 21 were representative of the Oz2b strain
(Fig. 5). After elimination of redundancy (90 common proteins), we came up with 150
proteins with different IDs: (90 common proteins + 39 C1233-specific proteins + 21 Oz2b-
specific proteins); our analysis continued on these 150 proteins. The IDs for the gene loci of
the identified proteins in the P. fijiensis genome are provided in Table S1. Bioinformatics
analysis found that 32 of the 90 common proteins predict signal peptide (SP) and 7 GPI
anchorage; both classes of proteins were validated with three different programs. An N-
glycosylation (NGlyc) site was identified in 75 proteins, and an O-glycosylation site (OGlyc)
was also predicted in 49 of them (Table S1).

Position for Fig. 5
Functional categories of the common proteome

Gene ontology (GO) (http://geneontology.org/) describes the properties of genes and their
products within an organism using three main categories: “molecular function”, “cellular
component” and “biological process”. To calculate the number and percentages of proteins
belonging to each GO category, and to get a comprehensive interpretation of the common
protein functions and their biological processes, the gene ontology assignments of the 90
proteins were submitted to WEGO (Ye et al. 2018). Our GO analysis identified 87 gene
products, and the most represented GO terms were “metabolic process” and “catalytic
activity”. These were slightly less than 75% (65 proteins) which were the top values on the

Y axis (Fig. 6). As mentioned, the top GO terms were “metabolic processes” (72.4%, 63
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proteins) and “cellular process” (45.9%, 40 proteins); on the other hand, “catalytic activity”
was the GO term most represented in the “molecular function” (73.5%, 64 proteins), followed

by “binding” (33.3%, 29 proteins). Annotations of “cell”, “cell part” and “organelle”, were the

top GO terms represented in the “cellular component” category (Fig. 6).
Position for Fig. 6

To find a molecular relationship of pathogenicity in P. fijiensis, the 90 common proteins were
analyzed by Blastp in the portal of Plant-Host Interaction. Twenty-six from this set of proteins
retrieved hits (Table S3). Analysis in PHI identified two superoxide dismutases [Cu-Zn], two
1,3-B-glucanases, two alpha-glucosidases II, two peptidyl-prolyl cis-trans isomerases, and
one of each of the following proteins: isocitrate lyase, chitin synthase class lll, chitinase, 1,3-
beta-glucanosyltransferase, beta-hexosaminidase, glutathione  peroxidase, 3-
isopropylmalate dehydrogenase, polyadenylate-binding protein, pyruvate kinase, sulfate
adenylyltransferase, trehalose-6-phosphate synthase, and the effectors Avr4 and Ecp6.
Interestingly, none of the queries corresponded to a hydrophobin.

Unique proteins in the highly virulent and less virulent P. fijiensis strains

This study also revealed unique cell wall proteins present in either the C1233 or the Oz2b
strain (Fig. 7). The number of unique cell wall proteins was higher (39) in the C1233 strain
in comparison with the Oz2b strain (21) (Table S2). Likewise, to make the interpretation of
these proteins more comprehensive, their GO categories were classified and graphed by
WEGO. The GO analysis resulted in the identification of 52 proteins (36 from C1233 and 16
from Oz2b, which represented the 100% used for the calculations). The over-represented
GO term was “organic substance metabolic process” (75%, 12 proteins) for Oz2b whose

values were the top of the Y axis (Fig. 7).

The majority of the GO terms were assigned to molecular function (38 proteins, 92.7%), and
biological process (37 proteins, 90.2%), followed by cellular compartment (12 proteins,
29.2%). Several GO terms were significantly over-represented within molecular function:
small molecule binding (31.2%, 5 proteins in Oz2b vs. 5.6%, 2 proteins in C1233); organic
cyclic compound binding and heterocyclic compound binding both with 31.2% (5 proteins)
in Oz2b vs. 13.9% (5 proteins) in C1233; ion binding with 31.2% (5 proteins) vs. 11.1% (4
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proteins); protein binding with 25% (4 proteins) vs. 5.6% (2 proteins). GO subcategories
exclusively represented in Oz2b were: ligase activity (12.5%, 2 proteins), isomerase activity
(6.25%, 1 protein), lyase activity (12.5%, 2 proteins), drug binding (25%, 4 proteins), and
carbohydrate derivative binding (25%, 4 proteins). On the other hand, amide binding and
peroxidase activity, each 2.8%, (1 protein), and oxidoreductase activity (8.3%, 3 proteins),
were only represented in C1233. A hydrolase GO sub-category was similarly represented in
both cell wall proteomes, with 25% and 27.7% (4 and 10 proteins respectively in Oz2b and
C1233). In biological process, the majority of the sequences were assigned to the GO terms:
organic substance metabolic process (75%, 12 proteins in Oz2b, and 47.2%, 17 proteins in
C1233), primary metabolic process (68.8%, 11 proteins; 41.7%, 15 proteins), nitrogen
compound metabolic process (50%, 8 proteins; 25%, 9 proteins), and cellular metabolic
process (50%, 8 proteins; 22.2%, 8 proteins).

Position for Fig. 7

To show which protein functions can explain differences in virulence between C1233 and
0z2b strains, the specific proteins were analyzed to highlight functional enrichment. Twelve
enriched categories were identified in C1233; the largest were hydrolase activity,
carbohydrate metabolic process, endoplasmic retention sequence binding, proteolytic
activity, urease activity, and phosphoglycerate kinase activity (Fig. 8a). In Oz2b, 10 enriched
categories were evidenced (Fig. 8b). The top were carbohydrate metabolic process,
orotidine 5’-phosphate decarboxylase (involved in de novo UMP biosynthetic process),
adenylsuccinate synthase activity, lyase activity and COP1 vesicle coat (vesicle-mediated

transport).

Surprisingly, almost identical number of virulence factors were found in the sets of strain-
specific proteins: 16 proteins (41%) in C1233 and 11 proteins (52.3%) in Oz2b (Table S4).
They matched over-represented GO terms (Fig.7) or enriched functions (Figs. 8a and 8b)
for Oz2b: isomerase activity (1: one isoenzyme of peptidyl-prolyl cis-trans isomerase), lyase
[2: orotidine 5'-phosphate decarboxylase (OMP decarboxylase)], one isoenzyme of
glutamate decarboxylase (GAD)], ligase (2: adenylosuccinate synthetase; glutathione
synthetase), and drug binding (4: Ca?"calmodulin-dependent protein kinase, ARK kinase,

glutathione synthetase, glutamate decarboxylase); in the case of the C1233 strain, the GO
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sub-categories amide binding (1: ER retaining receptor), peroxidase activity (1: peroxidase),
and oxidoreductase activity (3: succinate dehydrogenase, UDP-glucose 6-dehydrogenase,

peroxidase), were identified.
Position for Fig. 8
Canonical cell wall proteins

Although cell wall proteins can be classified according to the interest of a particular study (in
this case, common and specific proteins; pathogenicity and virulence factors), there is a very
well-established classification where all the works on cell wall proteomes meet. Thus, the P.
fijiensis cell wall proteins identified here were also classified according this orthodox
organization. Seven and three GPIl-anchored proteins from the common and strain-specific
sets, respectively, met the criteria of Big PI, GPI-SOOM and PredGPI bioinformatics servers,
however, the total number increased to 10 or 21 if proteins which are positive for two
programs or at least one program are considered, respectively. Seventeen of the common
proteins met all the characteristics of “true” cell wall proteins, i.e., having a predicted signal
peptide, potential O- and N-glycosylation sites and frequently, but not always, a GPI
signature or a series of internal repeats (Castillo et al. 2008). Only one of them the 1,3-beta-
glucanosyltransferase (GAS1) possessed the GPI motif. Two other canonical GAS proteins
were identified in the common protein set, GAS3 and GAS5; these proteins beared predicted
NGlyc and OGlyc sites, respectively. Besides these canonical cell wall proteins, GAS4, a
putative 1,3-beta-glucanosyltransferase without a signal peptide was identified as a common
protein in both strains (Table S1). We also identified one 1,3-beta-glucanosyltransferase
(GAS7), which has not been previously reported in P. fijiensis; this protein lacks a signal
peptide but has sites for NGlyc and OGlyc, and it is predicted as GPl-anchored by the Big
Pl, and GPI-SOM software (Table S1).

Atypical cell wall proteins

In this study, by applying an alkaline-acid treatment, atypical proteins were also identified in
the cell wall proteins of P. fijiensis, including histones H3 and H4, 40S ribosomal protein S4,
60S ribosomal protein L27, ABC transporter, ammonium transporter, patatin-like

phospholipase, thioredoxin, and superoxide dismutase (Tables S1 and S2). This group in-
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included the Avr4 and the Ecp6. Other common atypical proteins identified in this study were
glutathione peroxidase, peroxidase and thioredoxin, all associated with antioxidant activities

to cope with the presence of ROS.

In summary, two strains with differences in virulence were submitted to nitrogen starvation.
Covalently-bound cell wall proteome was fractionated, and the proteins were identified by
nano-HPLC-MS/MS. A total of 2686 P. fijiensis proteins were obtained, from which 240 were
found to have a known function. Upon bioinformatics analyses on them, we found that both
strains shared 90 common cell wall-bound proteins. We found 39 differentially expressed
proteins for the C1233 and 21 for the Oz2b strain, respectively. Both strains showed
canonical and atypical cell wall proteins, but the former were present in higher number (55
proteins) than the latter (35 proteins) in the common proteome. Avr4, Ecp6, the best-known
effectors of P. fijiensis, as well as other fungal pathogenicity factors were found in the
common proteome. This is consistent with the fact that both strains are pathogenic, although
with differences in virulence. More than 10 potential virulence factors were identified in the
sets of specific proteins from each strain. To the best of our knowledge, this is the first
description of a proteomics study for the cell wall from P. fijiensis.

Discussion

Nitrogen starvation of in vitro cultures mimics the in planta environment and induces the
synthesis of proteins involved in fungal pathogenesis (Oh et al. 2017; Snoeijers et al. 2000).
We hypothesized that submitting to nitrogen starvation two P. fijiensis strains with
differences in virulence would enable us to evidence cell wall pathogenicity and virulence
factors in this pathogen. We expected proteins such as 1,3-beta-glucanosyltransferase
(GH72), 1,3-B-glucanase, superoxide dismutase, peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, among
others, and the protein effector Avr4. Indeed, these proteins were present in the cell walls
of Oz2b and C1233 (Table S1), in addition to one peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
isozyme that was exclusively detected in Oz2b (Table S2). These findings demonstrated
that our hypothesis was correct. In total, 24 proteins (26.6%) related with pathogenesis
(Table S3) were identified in the 90 common protein set, and probably involved in the
establishment of the disease (pathogenicity factors). In the sets of strain-specific proteins,
the 16 proteins (41%) from C1233 and the 11 proteins (52.3%) from Oz2b that gave a hit at
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the PHI database (Table S4, Figs. 8a and 8b), could be part of the machinery responsible
for virulence in P. fijiensis. Based on the speed of evolution of BS symptoms upon in vitro
infection of banana leaf fragments with P. fijiensis, we selected C1233 and Oz2b as the less
virulent and the highly virulent strains, respectively. Leaves infected with the Oz2b strain
developed the typical symptoms of BS disease corresponding to the stage 5 according to
the Fouré (1982) scale, while those infected with the C1233 strain produced symptoms
corresponding to stage 3. Visual damages on the leaf fragments correlated with the
intercellular colonization by C1233 (Fig. 2a) and Oz2b strains (Fig. 2b), thus supporting
differences in virulence between these two P. fijiensis strains. At 30 dpi, both strains had
invaded the apoplast and induced production of ROS (Fig. 2d-e). No differences in ROS
were apparent in fragments inoculated with C1233 and Oz2b strains, but quantification was
not performed.

Differences in virulence between fungal strains are evaluated by using different criteria like
host damage and growth rate in vitro (Fang and Barbetti 2014; Li et al. 2015). In addition to
artificial infection of banana leaf fragments, the C1233 and Oz2b strains were evaluated by
their growth on PDB. Curiously, opposite to the growth in planta, C1233 grew faster in vitro.
A possible explanation is that C1233 survives outside the host better than the highly virulent
strain, or that Oz2b needs some chemical stimulus from the host. Sometimes, pathogens
increase their virulence at the expense of suffering a fithess cost in some way (Sacristan

and Garcia-Arenal 2008), and this would be the case of P. fijiensis strain Oz2b.

The study of the fungal cell wall proteome is mandatory to better understand structure and
virulence dynamics in fungi. To date, only one proteomics analysis has been carried out in
P. fijiensis, which was focused on the secretome (Escobar-Tovar et al. 2015). In this study,
for the first time, the cell wall covalently bound proteins (CWPcb) of the less virulent and
highly virulent P. fijiensis strains grown in a low nitrogen medium are reported. A large
number of proteins (2686) were detected in the CW from both strains, but functions were
unknown for 2446 of them; however, we found functional assignment for 240 of them (Fig.
5). Further analyses were performed only on these 240 proteins (8.9%). Other current
proteomics works have also paid attention to only a small fraction of the set of proteins due
to similar limitations (Fang and Barbetti 2014; Li et al. 2015).
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Furthermore, the 240 proteins under analysis were downsized to 150 different ones after
elimination of redundancy. Ninety proteins (60%) were shared by both strains, while 39
proteins (26%) were unique for the C1233 and 21 (14%) for the Oz2b strain. A large number
of common proteins among fungal strains which differ in virulence are usual, as described
for F. oxysporum f. sp. fragariae (65%) (Fang and Barbetti 2014); similarly, 72% in F.
oxysporum f. sp. conglutinans (Li et al. 2015) and 45% in Paracoccidioides brasiliensis
(Longo et al. 2014) were also reported. When the 2446 proteins with unknown function were
compared, their sequences and ID codes, showed that 58% was shared between both
strains, 30.4% was specific for C1233 and 11.6% for Oz2b (data not shown). These were
quite similar to the proportions found in the set of proteins with known function. Common
cell wall proteins show that carbohydrate metabolism, nitrogen metabolism, and sulfur
metabolism are important in the life of P. fijiensis (Table S1).

The goal of this work was to identify pathogenicity and virulence factors in the cell wall of P.
fijiensis. Our search in the PHI database enabled us to identify 24 pathogenicity factors
(26.6%) in the set of common proteins. Most of these are involved in carbohydrate
metabolism and energy (1,3-B-glucanase, alpha-glucosidases Il, isocitrate lyases, 3-
isopropylmalate dehydrogenase, pyruvate kinase, trehalose-6-phosphate synthase), cell
wall construction and remodeling (chitin synthase class Ill, chitinase, 1,3-beta-
glucanosyltransferase), protein processes (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase), oxidative
stress (superoxide dismutases [Cu-Zn], glutathione peroxidase). On the other hand, sulfate
adenylyltransferase participates in purine and sulfur metabolism. Although hydrophobin is
frequent in the cell wall of pathogens, our study did not detect any homologous protein.
Since we used the protocol reported by Maddi et al. (2009) to recover the cell wall proteome,
this lack of detection may be a bias of the method, as they did not find hydrophobins in the

cell wall proteomes of N. crassa and C. albicans either.

The Avr4 protein, a known effector of P. fijiensis, was found in the common proteome of the
less and highly virulent strains (Table S1). During the interaction P. fijiensis-Musa spp., Avr4
binds specifically to chitin on the fungus cell wall, thus protecting it against the action of
chitinases from the host (Stergiopoulos et al. 2010). Avr4 is predicted as a secreted protein
because of the presence of a signal peptide, but the Avr4 protein was not identified, either

in vitro or in planta (apoplastic) during the secretome study (Escobar-Tovar et al. 2015).
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Avr4 was found in the protein fraction released from the P. fijiensis cell wall, thus supporting
its extracellular action and their binding to the cell wall. The Ecp6 protein, another effector
that binds chitin oligomers was identified in both cell wall strains. This effector is thought to
be secreted to the host apoplast, preventing chitin oligomers from reaching the host receptor
(Sanchez-Vallet et al. 2015). Our results suggest that Ecp6 is primarily bound to the cell
wall, similar to Avr4. Since the material for the proteome determination here was prepared
from an in vitro culture, it is possible that, in planta, Ecp6 is indeed released to the apoplast

to sequester chitin oligomers thus enabling the pathogen to prevent detection by the host.

Among the unique proteins detected, many were found related to carbohydrate metabolism
and energy production in both strains. The percentage of proteins involved in these
metabolic processes was higher in the unique proteome of C1233, the less virulent strain,
which is consistent with its faster growth in vitro. Proteins involved in carbohydrate
metabolism have been found more abundant in strains with stronger pathogenicity in
Curvularia lunata (Xu et al. 2007), F. oxysporum f. sp. conglutinans (Li et al. 2015), as well
as in F. oxysporum race 4 (Sun et al. 2014), opposite to our findings in this work. This
discrepancy seems to support the existence of a fithess cost vs. virulence in P. fijiensis. The
less compactness of the cell wall in the C1233 strain could enable it to grow faster and/or
absorb more water than the highly virulent Oz2b strain, as observed in Fig. 3a, while the
more compacted cell wall in Oz2b (Fig. 4e) could confer it with better capacity to overcome

stress conditions in the host environment, thus growing faster in leaf fragments (Fig. 1).

Although several GO terms in the strain-specific proteins were over-represented in
percentage in Oz2b, the actual number of proteins in many of them were identical to those
from C1233 (cellular metabolic process, organic cyclic compound binding and heterocyclic
compound binding); others were very similar (nitrogen compound metabolic process, ion
binding), or even with larger number of proteins in C1233 (organic substance metabolic
process, primary metabolic process). Over-representation occurred because the number of
proteins with GO annotation in the specific sets were lower in the Oz2b (16) than in the
C1233 strain (26).

As shown in Tables S2, S4 and Figs. 8a and 8b, there are qualitative differences at the

proteomic level between C1233 and Oz2b, suggesting that some of these unique proteins
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could play major roles in virulence, and enable Oz2b to cause higher damage on the host
(Fig. 1).

It has been reported that pH is a very important regulator of fungal virulence (Alkan et al.
2013; Vylkova 2017). Interestingly, some of the strain-specific proteins are related with pH
modulation; in fact, some fungi produce organic acids (oxalic acid, gluconic acid, etc) to
acidify their surroundings, which activates the expression of virulence factors. On the other
hand, some others alkalize their environment by producing ammonium from urea, or by
deamination of amino acids, which also triggers the expression of virulence factors.
Furthermore, other fungi combine both mechanisms, e.g., Colletotrichum gloeosporioides
and Magnaporthe oryzae first acidify the environment to favor conidia attachment,
germination and differentiation into appressorium. Once the appressorium penetrates the
plant tissues, these fungi release ammonia, which alkalize the host surroundings, which
triggers the expression of virulence factors and switches the pathogen to necrotrophy
(Vylkova 2017).

With our data, it is tempting to speculate that P. fijiensis uses both mechanisms. Urease was
among the enriched functions in C1233 (Fig. 8a). Urease alkalizes environment via excretion
of ammonia in many human fungal pathogens such as Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum, Sporothrix sckenchii, and Aspergillus spp. (Karkowska-Kuleta and Kozik 2015).
Consistently, an ammonium transporter was among the C1233 specific proteins (Table S2).
In addition, alkalization of the host environment contributes to the secretion of enzymes
needed for fast growth (Alkan et al. 2013), which agrees with a larger production of cell

surface nutrition-related hydrolases found in C1233 than in Oz2b.

Hydrolases are also involved in pathogenesis and virulence. The GO term “hydrolases”
revealed similar percentages in the Oz2b and C1233 P. fijiensis strains; however, the actual
numbers were 4 and 10 proteins, respectively (Fig. 7). These data diverge from the fact that
the number of hydrolases is usually larger in the highly virulent strains. Many of the
hydrolases from the C1233 strain are glycoside hydrolases with the exception of the 17 and
28 families, which have critical roles in virulence (Sprockett et al. 2011); all other families
are involved in nutrition and carbohydrate metabolism. The largest number of glycoside

hydrolases in the C1233 strain (carbohydrate metabolism and energy) is in agreement with
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its observed faster in vitro growth in comparison with the growth of the Oz2b strain (Fig. 3).
Consistently, the number of proteins for C1233 was higher for primary metabolic process
(15 vs 11 in Oz2b) and organic substance metabolic process (17 vs 12) than that for Oz2b.
Succinate dehydrogenase (SDH), one of the key enzymes of the tricarboxylic acid cycle
(TCA cycle) was among the exclusive cell wall proteins of C1233. Recently, Pan et al. (2017)
demonstrated that silencing SDH in the oomycete Phytophthora sojae resulted in loss of
virulence and thus, the exclusive presence of this protein could be a relevant feature for
virulence in the C1233 strain. Very little information is available about the other potential
virulence factors uncovered in C1233. The ER retaining receptor was recently identified as
a virulence factor whose disruption produced defects in appressoria cell wall, and the mutant
failed to penetrate into plant tissues in M. oryzae (Goh et al. 2017). Further research is
needed to reveal the role of the ER retaining receptor at the cell surface of P. fijiensis. Other
potential virulence factor is UDP-glucose 6-dehydrogenase as mutations on this protein
have been shown to abolish the virulence in C. neoformans (Moyrand and Janbon 2004).

An important factor that may influence the higher virulence of the Oz2b strain could be
acidification promotion by the enzyme glutamate decarboxylase (GAD) (Table S2), which
produces [Jaminobutyric acid (GABA), a metaboalite that strongly acidifies the environment
to a pH<4 (Manteau et al. 2003). As mentioned above, a low pH can induce the expression
of virulence factors. In line with the potential role of GAD on the virulence in P. fijiensis, Noar
and Daub (2016) reported up-regulation of this enzyme during the infection of the banana
host by this pathogen. The enzymes peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase),
adenylosuccinate synthetase and glutathione synthetase, present in the specific proteins in
Oz2b, are low pH-responsive virulence factors (Riccillo et al. 2000; Zilm et al. 2007). PPlase
has been consistently identified in the cell wall proteomes of highly virulent strains of different
fungi (Longo et al. 2014; Prados-Rosales et al. 2009), suggesting that this enzyme is
important for virulence. It is likely that the acidic PPlase is involved in the proper folding and
secretion of virulence factors in P. fijiensis, to help overcome the hostile conditions during
the infection, as reported for other fungi (Unal and Steinert 2014). Glutathione synthetase is
involved in glutathione biosynthesis, and glutathion is other mechanism to induce the
transcription of virulence factors, and it can also activate them by S-glutathionylation (Ku

and Gan 2018); in addition, glutathione can protect P. fijiensis against the environmental
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stress conditions. De novo purine and pyrimidine pathways seem critical for high virulence
in P. fijiensis. This is suggested by the presence of adenylosuccinate synthetase (AdSS)
and orotidine 5'-phosphate decarboxylase (OMP decarboxylase) in the highly virulent Oz2b
strain. The enzyme AdSS is crucial for ATP production through the de novo purine synthesis
pathway; for example, deletion of the corresponding gene in C. albicans, C. neoformans and
A. fumigatus, abolishes their virulence (Chitty et al. 2017). Similarly, OMP decarboxylase is
a key enzyme in the de novo biosynthesis of pyrimidines. To the best of our knowledge, this
is the first identification of AdSS and OMP decarboxylase in the fungal cell wall, and for the
latter, the first description as a potential virulence factor.

ARK kinase is a tyrosine kinase receptor that protects animal cells against apoptosis
induced by nutrient deprivation (Bellosta el at. 1997). There are no reports relating ARK
kinase with microbial virulence, but its detection in our study implies that this enzyme could
help P. fijiensis to face nutrient limitation in the host's apoplast.

One of the exclusive hydrolases that deserve special attention in Oz2b is the
glucosylceramide-B-glucosidase (GluCerase), the enzyme that degrades the sphingolipid
glucosylceramide (GluCer) to glucose and ceramide. The sphingolipid is a component of the
cell wall in C. albicans and of the capsule of C. neoformans, and it plays an essential role in
virulence in both. The loss of glucosylceramide synthase, the enzyme responsible to
produce GluCer, largely decreases the infection capability (Almeida et al. 2015). The
sphingolipid GluCer has been reported also in the cell wall of the yeasts H. capsulatum and
S. schenckii, and the mycelia from P. brasiliensis and A. fumigatus. Surprisingly, in the highly
virulent P. fijiensis Oz2b strain, no glucosylceramide synthase but GluCerase was identified.
To date, there are no reports of the presence of cell wall lipids in this pathogen, but if GluCer
is present, GluCerase would be critical for the cell wall remodeling. On the other hand,
GluCer is one of the main sphingolipids in plants, abundant in photosynthetic tissues (a third
part of the total sphingolipids), and it is a major component of the outer layer of the plasma
membrane (Msanne et al. 2015). Thus, it is plausible to consider that the fungal GluCerase
could also act on the host cell wall. In any case, GluCerase is a potential major virulence

factor in this pathogen.
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At this moment, it is not clear if C1233 and Oz2b seem to follow different pathways to
develop infection and disease, or that their proteomes are the reflection of different stages
of the infection process. Although fungal cultures were collected on the same days of the
culture cycle, Oz2b induces a faster infection progress, causing more severe damages to
the host (Fig. 1), than in the case of C1233. Thence, in the end, both strains induced similar
symptoms of the black Sigatoka disease, though at different speeds. Some (or all) of the
shared proteins identified in this work, may be part of the basic pathogenicity machinery
(i.e., capacity of causing disease), but some of them may also be involved in virulence (i.e.
their basal expression contributes to pathogenesis, and their over-expression to virulence).

Previously, some pathogenicity and virulence factors (Escobar-Tovar et al. 2015; Noar and
Daub 2016), and effectors (Chang et al. 2016; Noar and Daub 2016) have been reported in
P. fijiensis, but the present work contributes in discovering new potential virulence factors
(such as glucosylceramide-B-glucosidase, ARK kinase and orotidine 5'-phosphate
decarboxylase). In addition, only 240 proteins (8.93% of the 2686 proteins obtained in this
study) were analyzed. It is likely that more pathogenicity and virulence factors of this
pathogen will be found in the large set of proteins with unknown function.

An orthodox classification of the cell wall proteins is mandatory. In this sense, GPI-
containing proteins are typically found in cell wall proteomes (Aradjo et al. 2017; Liu and
Free 2016), and they are linked to the -1,6- or B-1,3-glucan or chitin (Karkowska-Kuleta
and Kozik 2015). These proteins play important roles in skeletal cell wall structure, adhesion,
defense and virulence, among others. Kantin et al. (2013) analyzed the deduced proteome
of P. fijiensis in silico, identifying 49 GPI proteins, 6 of which were GAS proteins; these
authors found that P. fijiensis GAS1 was expressed in conidia and in field black Sigatoka-
infected banana leaves. In addition, a new GAS protein was identified in this work,
corresponding to GAS7. In comparison with the bioinformatics prediction, the number of
GPIs found here was low, but it is within the range reported in other cell wall proteomes.
Since not all GPI-linked proteins are abundant in the cell wall, it is possible that proteomics
only identifies the most prominent ones; alternatively, some of them may be accumulated at
different stages of the life cycle to deal with specific events (e.g., specific stress conditions).
In the case of N. crassa, 12 GPIl-anchored proteins were found (Maddi et al. 2009), 9 GPI-

linked proteins were found in A. fumigatus (Bruneau et al. 2001), 19 in C. albicans (Castillo
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et al. 2008), 7 in Paracoccidioides lutzii (Araujo et al. 2017) and 24 in Sclerotinia sclerotiorum
(Liu and Free 2016), despite the fact that their genomes code for hundreds of GPI-linked
proteins. Differences in the number of cell wall anchored proteins are likely the result of
biological differences in different fungi, although we cannot rule out that it is a result of the
different bioinformatics tools used in different works. Another subclass of important cell wall
proteins is represented by those with internal repeats (PIR). PIR are cross-linked to the -
1,3-glucan network and can be released from the cell wall by mild alkali (Pitarch et al. 2008).
In the deduced proteome of P. fijiensis, 5 proteins are annotated as PIR-like. In contrast,
none were identified in the cell wall proteomes of P. fijiensis, even when analyses were
conducted on pools containing the different cell wall fractions of proteins, including those
proteins released with NaOH. This suggests that either PIR-like proteins are not expressed
in P. fijiensis in the conditions used here, or their concentration is too low and we were not
able to detect them. PIR proteins are predominant in the proteomes of the yeast
Saccharomyces cerevisiae and C. albicans (Karkowska-Kuleta and Kozik 2015), but in
filamentous fungi their identification has been elusive (Araujo et al. 2017; Liu and Free 2016;
Longo et al. 2014).

In addition to canonical proteins, the cell wall proteome of P. fijiensis comprises proteins
which have been previously identified as extracellular, or as members of pathways occurring
intracellularly. In the earlier and many current reports these proteins have been considered
as unavoidable contamination from the cytosol (Karkowska-Kuleta and Kozik 2015; Liu and
Free 2016). However, atypical proteins have been identified in all fungal cell wall proteomic
analyses (Castillo et al. 2008; Liu and Free 2016), and these proteins remain in the cell wall
preparation even after extensive washes of the cell wall (Liu and Free 2016). A comparison
of the identities of these “non-cell wall proteins” evidences that most of them can be found
among cell wall proteomes, thus giving rise to doubts as to whether they are indeed products
of contamination. Since they have been reproducibly identified in cell wall proteomes, they
are currently known as atypical or non-classical proteins (Longo et al. 2014). Some of these
atypical proteins have been related to pathogenicity in other fungi, e.g., glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase has been described as a cell wall bound protein that facilitates
the adhesion to the host in P. lutzi (Aradjo et al. 2017). Trehalose-6-phosphate synthase

(TPS1), a key enzyme in trehalose biosynthesis, is a virulence factor in the ascomycetes
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Fusarium verticilliodes, Botrytis cinerea and Fusarium graminearum (Fang and Barbetti
2014; Gonzéalez-Fernandez et al. 2014). In Candida parapsilosis and C. albicans an acid
trehalase is located at the cell wall, and its disruption resulted in strains with altered cell wall
architecture and increased sensitivity to oxidative stress (Sanchez-Fresneda et al. 2014).
Curiously, the highly virulent Oz2b strain has a trehalase in its set of specific proteins, and
it seems that Oz2b acidifies its surroundings. In M. oryzae, disruption of glutathione
reductase and thioredoxin genes reduced fungal growth in rice tissues (Xu et al. 2007).
Glutathione reductase was necessary to neutralize ROS, while thioredoxin was involved in
maintaining cell wall integrity (Xu et al. 2007). In this report we also identified the ER
retaining receptor and UDP-glucose 6-dehydrogenase as potential virulence factors. Other
atypical cell wall proteins playing roles in pathogenicity are glutathione reductase (Xu et al.
2007) and malate dehydrogenase (Gonzalez-Fernandez et al. 2014) and they were also
found in this work. Therefore, atypical proteins are common in the fungal cell wall and many
of them are involved in pathogenesis.

Nitrogen starvation, a condition that mimics the host environment, has been used to study
the role of the secretome in pathogenesis (Chu et al. 2015). It has been also used to analyze
the whole proteome in pathogenesis (Oh et al. 2017), or to study the regulation of particular
genes/proteins (Snoeijers et al. 2000). To the best of our knowledge, this is the first time
that this condition has been used to stimulate fungal cell wall pathogenicity and expression
of virulence factors. The submission to nitrogen starvation of two P. fijiensis strains with
different levels of virulence was a good strategy to discover new potential virulence factors
in this pathogen and enabled us to highlight the importance of the cell wall in the
pathogenicity and the virulence in P. fijiensis. In conclusion, this strategy improved our
understanding on this pathogen, and can be a good avenue to disclose new virulence factors
in other pathosystems. Further studies in P. fijiensis should be directed to elucidate the
functional role of the cell wall pathogenicity and virulence factors identified in this proteomics

study.
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Figure legends

Fig. 1 Virulence test for P. fijiensis strains in leaf fragments of Musa acuminata cv Grand
Nain. Strains C1233 and Oz2b were used as a source of mycelial fragments for
inoculation. Virulence was visually monitored by the progress of black Sigatoka disease
symptoms at the abaxial surface of the leaf until 30 dpi. The control was inoculated with

1% gelatin and monitored at equivalent times

Fig. 2 Microscopy observation at 30 dpi of P. fijiensis strains growing onto M. acuminata
leaf fragments and detection of reactive oxygen species. Penetrating through the
stomata and colonizing of the foliar tissue by (a) C1233 strain; (b) Oz2b strain; (c)
control, leaf fragment with no fungal inoculation; (d) ROS induced by C1233 strain; and
(e) by the Oz2b strain. (f) Control leaf fragment. Arrows indicate: m, mycelium; st,

stoma; pm, penetration by mycelium

Fig. 3 In vitro growth of C1233 and Oz2b P. fijiensis strains. (a) Fresh and (b) dry weight
of C1233 () and Oz2b (A) strains throughout a 12 d culture cycle. Bars denote
standard error while asterisks indicate those days where significant differences in fresh

or dry weight between strains were observed

Fig. 4 Cell wall isolation from P. fijiensis C1233 and Oz2b strains. (a) C1233 and (d)
Oz2b P. fijiensis strains cultured in minimal medium; (b) C1233 and (e) Oz2b cell walls
analyzed under bright field; (c) C1233 and (f) Oz2b stained with calcofluor white and

observed under fluorescence microscopy

Fig. 5 Venn's diagram showing common and unique cell wall proteins between C1233
and Oz2b P. fijiensis strains. The purple color corresponds to the C1233 and the yellow

circle to the Oz2b strains

Fig. 6 Gene Ontology classification of the cell wall proteome of P. fijiensis strains. The

plot corresponds to common proteins between C1233 and Oz2b P. fijiensis strains
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CAPITULO IV

Fig. 7 Functional classification of unique cell wall proteins from C1233 and Oz2b P.
fijiensis strains. The plot of gene ontology annotation of unique proteins is shown. Red
bars, C1233; gray bars, Oz2b

Fig. 8 Functional enrichment in unigque proteins from the cell wall of P. fijiensis.

Significantly enriched categories in unique proteins. (a) C1233 and (b) Oz2b strains
Supplementary Materials:

Table S1: Common cell wall proteins of C1233 and Oz2b P. fijiensis strains. (+++) Predicted

by three programs, (++) by two programs, (+) by a single program, (-) not predicted

Table S2: Unique cell wall proteins of C1233 and Oz2b P. fijiensis strains. (+++) Predicted
by three programs, (++) by two programs, (+) by a single program, (-) not predicted. (*)
Represents the proteins that participate in carbohydrate energy metabolism

Table S3: Pathogenicity factors in the common cell wall proteins of C1233 and Oz2b P.
fijiensis strains, identified by Blastp in the PHI database

Table S4: Virulence factors in unique cell wall proteins of C1233 and Oz2b P. fijiensis
strains, identified by Blastp in the PHI database
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CAPITULO IV
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CAPITULO IV

Table S1

#

Isoelectric point

Signal peptide

Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol

1D Gene Accession Description Peptides #AAs MW [kDa] ol (sP) ) NetNGlyc| NetOGlyc
MYCFIDRAFT_ 140394 |M2YT21 Glycosy family 24 protein 28 1480 | 166.46 5.52 4+ - + +
MYCFIDRAFT 144702 |M2YKL8 Glycoside hydrolase family 92 protein 24 780 85.957 571 +H+ - + +
MYCFIDRAFT 151823 |M3A6V1 Trehalase 20 665 74.445 497 +++ - + +
MYCFIDRAFT 191284 |M2YJP9 Glycoside hydrolase family 18 protein 13 469 52.174 7.93 +++ - + +
MYCFIDRAFT 198572 [M2YRI1 1,3-beta-gl (GAS3) 4 442 46.758 41 et +H +
MYCFIDRAFT 201016 |[N1Q5J2 Lysophospholipase 6 618 66.157 4.65 +H+ - + +
MYCFIDRAFT 209517 |[N1Q9B7 Putative GPI anchored protein 3 221 21.911 8.44 ++ +++ +
MYCFIDRAFT 209620 |N1Q6A5 1,3-beta-gl (GAS5) 12 451 47.627 5.34 +++ +H+ - +
MYCFIDRAFT_211936 |M3A5X0 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 2 208 22.918 7.64 +++ - +
MYCFIDRAFT_212004 |M3A6K9 Carbohydrate-binding module family 50 protein (Ecp6) 13 413 40.191 84 +++ - +
MYCFIDRAFT 212146 [M3ANV9 Glycoside hydrolase family 17 protein 1 441 45.014 6.44 et - +
MYCFIDRAFT 212588 |M2ZFI7 Glycoside hydrolase family 32 protein 9 660 72.362 6.16 +H+ - +
MYCFIDRAFT 214273 |M3BB20 Glycoside hydrolase family 31 protein 15 1011 | 11165 471 ++ + + +
MYCFIDRAFT 217173 [N1QA48 ABC I , ABC-G family WBC-type 9 1108 | 122.742 6.29 +++ - + -
MYCFIDRAFT 39128 [M2ZWF9 Glycoside hydrolase family 3 protein 12 761 82.339 515 +++ - + +
MYCFIDRAFT 41372 |M3B679 Dolichy!-di i ide--prot subunit WBP1 12 468 51.747 6.73 4+ - + +
MYCFIDRAFT 49199 |M2YTH3 Beta-| 25 569 63.982 6.42 et - +
MYCFIDRAFT 51402 |M3AE14 Glycoside hydrolase family 16 carbohydrate-binding module family 18 protein 6 448 46.797 4.84 +H +++
MYCFIDRAFT 53765 |M3B352 Glycoside hydrolase family 3 protein 28 820 88.742 4.96 +H+ - + +
MYCFIDRAFT 54124 |M2ZZY5 Glycoside hydrolase family 17 protein 7 373 39.049 6.18 +++ - - -
MYCFIDRAFT 55415 [N1QC30 Glycoside hydrolase family 17 protein 21 308 33.045 5.14 +H+ - + +
MYCFIDRAFT 55724 [N1QB78 Bet: i 34 878 94.893 4.98 4+ - +
MYCFIDRAFT 57358 |M3AK23 Protein disulfide-isomerase 39 545 59.307 484 +++ - + +
MYCFIDRAFT 57906 |M2YMJ6 Peptide hydrolase 14 506 54.849 41 ++ - + +
MYCFIDRAFT 57944 |M3ATI2 Carbohydrate esterase family 5 protein 8 229 24.134 5.08 ++ - +
MYCFIDRAFT 63137  |M2ZQ10 Dolichyl-diphosphooli ide--proteir subunit 1 26 493 55.583 8.78 +H - + +
MYCFIDRAFT 72243 |M3B9G2 Carb id 13 549 61.56 548 +H - + +
MYCFIDRAFT_86210 |N1QCA6 Peptidylprolyl isomerase 4 143 15.343 5.03 +++ - +
MYCFIDRAFT_86684 |M3AY01 Glycoside hydrolase family 2 protein 58 879 97.901 591 +++ - + +
MYCFIDRAFT 87167 |M3AZEO Carbohydrate-binding module family 14 protein (Avr4) 3 121 13.022 4.83 +H -
MYCFIDRAFT 87294 |M3ALT7 1,3-beta-gl (GAsY) 9 546 57.356 487 4 +H + +
MYCFIDRAFT 87525 |N1QBN6 Glycoside hydrolase family 18 protein 8 388 42.125 5.9 +++ - + +
MYCFIDRAFT 134354 |M3B3X0 Carboxylic ester hydrolase 9 573 62.957 4.64 ++ - + +
MYCFIDRAFT 36169 |M3BOY7 Molybdopterin synthase sulfur carrier subunit 4 97 10.45 4.98 ++ - -
MYCFIDRAFT 58150 |M3AZQ1 Carh id 8 541 60.29 6.09 + - + +
MYCFIDRAFT 63696 |M3AW80 C: 8 545 60.188 493 ++ - + +
MYCFIDRAFT 87187 |M3A055 MICOS complex subunit 2 255 28.275 9.67 ++ - + +
AC578 2033 AOA139H8S9 |NADH-cytochrome b5 reductase 12 301 32.919 752 + - +
MYCFIDRAFT_106416 |N1Q8H6 Peptide hydrolase (Fragment) 19 974 107.93 6.37 + - + +
MYCFIDRAFT_157570 |M3AP24 NADPH--cytochrome P450 reductase 28 694 77.804 5.35 + + + +
MYCFIDRAFT_188930 |[M2YWQ3 Malate dehydrogenase 32 331 34.628 6.8 + - +
MYCFIDRAFT 39267 |M2ZX10 Putative ABC D 31 1501 | 164.08 6.16 + - +
MYCFIDRAFT 83032 |M3A1D9 MICOS complex subunit MIC12 (Fragment) 7 116 13.05 8.75 + - +
AC578 4899 AOA139HNP1 [Histone H3 14 136 15.339 1115 -
AC578 4914 AOA139HNNO [Histone H4 24 103 11.363 11.36 - -
MYCFIDRAFT_118380 |M3AGW4 lycoside hydrolase family 76 protein (Fragment) 7 386 42.832 512 ++ +
MYCFIDRAFT 118560 [M2YS90 Glycoside hydrolase family 17 protein (Fragment) 1 307 33.747 541 - +
MYCFIDRAFT_120453 |M3B8I1 Peroxidase (Fragment) 17 274 28.615 6.77 + + +
MYCFIDRAFT 134119 |M3A0Z7 Glycoside hydrolase family 29 protein 1 688 75.082 4.88 +t +
MYCFIDRAFT 153168 |M3AIN8 Superoxide dismutase 6 226 24.909 8.78 - + +
MYCFIDRAFT 154089 |M3B255 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 20 189 20.132 737 - + +
MYCFIDRAFT_154747 |M3AC82 Glycoside hydrolase family 31 protein 28 962 | 108.565 6.14 - +
MYCFIDRAFT_158677 |N1Q951 Glycerone kinase 16 563 60.012 6.37 + +
MYCFIDRAFT_162640 |M3AR39 405 ribosomal protein $4 33 262 29.628 10.13 +
MYCFIDRAFT 168270 [M2YIL9 Histone H2A 13 137 14.328 10.55 - +
MYCFIDRAFT 168793 |[M2YHR8 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit C 34 860 97.332 5.35 ++ + +
MYCFIDRAFT 201371 [N1QAP2 D o 16 599 63.37 6.89 + +
MYCFIDRAFT 201416 [N1Q6P7 lycosy family 8 protein 12 | 600 | 68035 5.64 - + -
MYCFIDRAFT 202619 |M3BBQ1 1,3-beta-gl (GA4) 10 478 50.705 4.42 +Ht + +
MYCFIDRAFT 202901 |M3B444 Polyadenylate-binding protein 37 715 77.02 6.58 - + +
MYCFIDRAFT 203370 [M3ADU3 Gly family 2 protein 13 902 | 100.696 8.07 - + +
MYCFIDRAFT 205026 |[M3ALS0 Thi 7 107 11.647 497 -
MYCFIDRAFT 206185 |N1QAN7 Glycoside hydrolase family 3 protein 19 919 98.489 581 - + +
MYCFIDRAFT_209751 [N1Q8Z0 Pyruvate kinase 37 521 58.084 6.86 - + +
MYCFIDRAFT 210431 |M2Z8T3 | Idehyde-3-phosphate dehyadk 37 338 36.298 721 + + +
MYCFIDRAFT 210905 |[M3B5A0 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 4 154 15.85 6.61 + +
MYCFIDRAFT 211094 |M3AZF9 Isocitrate lyase 13 536 59.593 6.55 - +
MYCFIDRAFT 211279 |M2Z085 Glutamine synthetase 25 382 42.231 6.04 - +
MYCFIDRAFT 211605 [M2ZTN1 Protein YOP1 7 173 19.391 7.23 - +
MYCFIDRAFT 211897 |M3ARZ8 Isocitrate 0 [NAD] subunit, 22 380 41.285 857 - + +
MYCFIDRAFT 214425 |M2ZAS4 lycosy family 39 protein 12 951 | 106.589 6.86 - +
MYCFIDRAFT 27255 [N1QB89 Ran GTPase-activating protein 17 417 45.803 412 - +
MYCFIDRAFT 31412 |M3AMAS8 1,3-beta-gl (Fragment) (GAS7) 7 461 49.275 491 ++ + +
MYCFIDRAFT 47782 |N1Q5Q5 lutathi 14 179 19.985 8.48 - +
MYCFIDRAFT 51116 |[M2YSU1 Trehalose-6-phosphate synthase 22 540 60.834 571 - + +
MYCFIDRAFT 51773 |M3AS20 Succinate dehydi iqui iron-sulfur subunit, ial 17 299 33.857 8.94 - + +
MYCFIDRAFT 52473 |M3A4P5 Elongation factor Tu 22 443 48.721 6.81 + + +
MYCFIDRAFT 53931 |M2ZZM8 Histone H2B 32 139 14.948 10.15 - +
MYCFIDRAFT 54813 |[N1Q7P2 | family 66 protein 14 763 85.15 8.53 - +
MYCFIDRAFT 55940 |M3A8J2 60S ribosomal protein L27 18 136 15811 10.68 - + +
MYCFIDRAFT 56074 |M2ZQ06 NAD-specific glutamate 0 38 1062 | 119.271 6.77 + + +
MYCFIDRAFT 59110 |M2Z0J6 408 ribosomal protein SO 9 306 32.759 4.86 - + +
MYCFIDRAFT 60055 |M3A1U3 Pyruvate dehyd El subunit alpha 39 430 47.53 6.64 - + +
MYCFIDRAFT_63440 |M3A6K4 Proteasome subunit beta 10 273 30.294 6.62 - + +
MYCFIDRAFT 71376 |N1Q6X1 Transketolase 40 685 74.909 6.49 - + +
MYCFIDRAFT 71635 |M3BBL7 Sulfate adenyl 50 575 64.467 7.28 + +
MYCFIDRAFT 87318 |M3AQ14 Glucose-6-phosphate isomerase 38 552 61.075 6.42 - + +
MYCFIDRAFT 87720 |M2YZD4 Histidine bi is trif protein 23 884 94.758 5.74 - + +
MYCFIDRAFT 88245 |M3A4J1 Malate dehydrogenase 42 344 36.287 8.92 - +
MYCFIDRAFT_88469 |M3A3N4 Glycoside hydrolase family 13 carbohydrate-binding module family 48 protein 33 711 82.03 6.35 - +
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CAPITULO IV

Table S2

Isoelectric point | Signal peptide | Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol | NetNGly
Strains 1D Gene Accession Description # Peptides | # AAs | MW [kDa] (p1) (SP) (GP1) c _ [NetOGlyc
C1233 |MYCFIDRAFT_120272 [N1QCK0 *Cation-i 6-phosphate receptor CI-MPR (Fragment) 1 318 34.741 8.07 +H+ - + -
C1233 |MYCFIDRAFT 36361 |M3B0B8 *Glycoside hydrolase family 15 carbohydrate-binding module family 21 protein 13 642 70.155 458 +++ + +
C1233 |MYCFIDRAFT 185537 [N1IQAW7 *Glycoside hydrolase family 3 protein 9 790 86.455 5.05 +H+ + +
C1233 |MYCFIDRAFT 52285 |M3B1R7 *Glycoside hydrolase family 5 protein 10 423 47.259 6.54 +++ +
C1233 |MYCFIDRAFT 40809  [M3B7Z5 *Glycoside hydrolase family 55 protein 15 784 | 84.841 5.44 +H+ + +
C1233 |MYCFIDRAFT 214684 |M3B4L8 *Glycoside hydrolase family 92 protein 23 817 89.576 511 +++ - + +
C1233 |MYCFIDRAFT 58345  |M3B0S8 *Mannan endo-1,6-alph: i 3 481 51.518 475 +++ +++ + +
[C1233 |AC578 5815 /AOA139HCE1 |1,3-beta-g 1 442 46.663 479 +H e + +
C1233 |MYCFIDRAFT 33466  |M2ZG05 Carboxylic ester hydrolase 6 548 60.331 5.58 +H+ + +
[C1233 |MYCFIDRAFT 52091  |[M3AWB3 Carb id 6 620 69.052 5.95 +H + +
C1233 |MYCFIDRAFT 164341 |M3B135 Carb ptid: 8 640 71.149 5.33 +HH + +
C1233 |MYCFIDRAFT 51857 |M2YPC9 Peptide hydrolase 8 388 43.163 5.16 tHt + +
[C1233 |MYCFIDRAFT 217057 |M2YHV1 Peroxidase 14 9% | 110.713 843 +Ht + +
C1233 |MYCFIDRAFT 167560 [M2ZL41 Protein ROT1 2 263 29.196 8.6 +H+ + +
C1233 |MYCFIDRAFT 55669  [N1Q8K9 Sortilin 38 1476 | 166.251 5.54 +H + +
C1233 |MYCFIDRAFT 52931  |[M3ALWO ER lumen protein-retaining receptor (Fragment) 2 217 25.069 8.66 ++ + -
[C1233 |MYCFIDRAFT_209870 [N1QBQ2 Protein YOP1 5 339 38.182 6.25 + - + +
C1233 |MYCFIDRAFT 54228  [N1Q7E6 Signal peptidase complex catalytic subunit SEC11 6 175 19.203 84 + + +
[C1233 |MYCFIDRAFT 215032 [M3AZN3  [*Glycosy family 1 protein 8 1289 | 139457 5.88 - + +
[C1233 |MYCFIDRAFT 64093 |N1QBTO Gl family 2 protein 14 | 240 [ 26711 8.92 - + B
[C1233 |MYCFIDRAFT 197973 |M2ZQ35 *Glycoside hydrolase family 28 protein 5 351 38.173 5.74 - +
C1233 |MYCFIDRAFT 70349  [N1Q614 *Phosphoglycerate kinase 33 420 45.396 142 - + +
C1233 |MYCFIDRAFT 50482  [M3ADC2 *Succinate dehydrog iqui ytoch b small subunit 2 188 20.825 9.82 - - +
C1233 |MYCFIDRAFT_25877  [N1Q825 Coatomer subunit beta 35 960 | 106.891 5.48 - - + +
C1233 |AC578_2593 /ADA139GYKS5 |Coatomer subunit gamma 23 919 | 100.645 5.44 - + + +
[C1233 |MYCFIDRAFT_155692 |M2YUW6 COP9 CSN3ssi subunit 3 8 483 54.533 543 - + +
C1233 |MYCFIDRAFT 65612  |M2ZXP1 COP9 CSNT si subunit 7 8 292 30.726 55 - + +
[C1233 |MYCFIDRAFT 55288  [N1QB44 COP9 signalosome complex subunit 4 19 403 44.303 488 - + +
[C1233 |MYCFIDRAFT 32569  |[M3AWNS Fil ion protein 18 1167 | 12848 6.48 - + +
C1233 |MYCFIDRAFT_ 148955 [N1Q942 Patatin-like ipase domain-containing protein 8 822 93.714 8.68 - + +
C1233 |MYCFIDRAFT_63746  [M2YV29 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 5 189 21.469 8.34 - - +
C1233 |MYCFIDRAFT 88299  |M3BAB4 i i 38 881 98.852 6.19 - + +
[C1233 |MYCFIDRAFT_ 34240 |M2Z1Z7 Ubiquinone b h COQ6, ial 10 479 51.576 6.99 - + +
C1233 |MYCFIDRAFT 89342  [M2ZVV6 Urease 15 839 90.72 5.99 - + +
C1233 |MYCFIDRAFT_ 204186 |M3AUES Serine hydroxymett 15 485 53.645 6.9 - + +
C1233 |AC578 11024 /AOA139HSCO |Mitogen-activated protein kinase 12 358 40.9 56 - +
C1233 |MYCFIDRAFT 72557  [N1Q5M4 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D 16 577 64.261 5.55 - + +
[C1233 |MYCFIDRAFT_60460  |M3AN34 transporter 5 485 52.557 6.16 - + +
C1233 |MYCFIDRAFT 205113 |M3A2L2 *UDP-glucose 6-dehydrogenase 14 544 58.871 5.64 - +
0z2b  |AC578_6094 /AOA139HVKS |*Beta-glucosidase 8 865 91.855 5.64 +++ - + +
0z2b  |MYCFIDRAFT 216204 |M3A6Y1 *Glycoside hydrolase family 17 protein 5 568 58.713 484 +H+ - + +
Oz2b  |MYCFIDRAFT_ 210486 |M2Z992 *Glycoside hydrolase family 30 protein 3 488 52.322 742 +H+ - + +
0z2b  |MYCFIDRAFT 187282 |M3B479 *Carbohydrate-binding module family 21 protein 7 627 68.323 89 - + +
Oz2b  |[MYCFIDRAFT 53876  [N1Q6V4 *Glycosy family 39 protein 1 780 89.124 9.19 - - + +
0z2b  |AC578_9532 /AOA139HGY5 |*Malate dehydrogenase 23 330 34.599 6.81 - + -
0z2b  |AC578 5637 /AOAL39HTEB |*Trehalase 4 1206 | 134.385 712 - - + +
[0z2b [MYCFIDRAFT_1873960 [B2CIW4 Actin (Fragment) 15 182 15.78 6.4 - - + +
0z2b  |MYCFIDRAFT_30300 |M3AXS8 lutathione synthetase 4 512 56.345 5.63 - + +
0z2b  |MYCFIDRAFT 87130  |[M3AW25 *Adenylosuccinate synthetase 15 421 46.725 6.48 - + +
Oz2b  |MYCFIDRAFT_ 32170  [N1Q9Z5 *Glycoside hydrolase family 3 protein 16 975 | 105.662 5.71 - + +
0z2b  |MYCFIDRAFT 156284 |M2YS96 *Glycoside hydrolase family 36 protein 9 732 80.633 5.52 - - + +
0z2b  |MYCFIDRAFT 214176 |[M3ANWS5 *Glutamate decarboxylase 23 517 58.797 6.46 - - + +
0z2b  |AC578 3487 /AOA139HR45 |*NADH dehydrogs iqui 1 alpha subunit 6 177 20.514 9.99 - + +
0z2b  |MYCFIDRAFT 201401 [N1QCY8 ARK kinase 6 966 | 106.411 9.2 - + +
0z2b  |[MYCFIDRAFT 137805 [M2YXW5 Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 8 79 88.154 6.8 - - +
Oz2b  |MYCFIDRAFT_ 162341 |M3A6J9 Coatomer subunit delta 12 521 57.224 5.45 - - + +
0z2b  |MYCFIDRAFT 56148  |[M3BCL6 Coatomer subunit gamma 2 922 | 100.949 5.36 - + + +
0z2b  |MYCFIDRAFT 40698  |M3B872 Orotidine 5'-phosphate decarboxylase 6 291 32.105 9.09 - - + +
0z2b  |MYCFIDRAFT 59920  |[M3A0Z4 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 2 177 19.837 7.05 - - + +
0z2b  |MYCFIDRAFT 55955  |M2ZPH3 Tubulin-specific chaperone A 7 117 12.966 5.38 - - +
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CAPITULO IV

Table S3

Protein ID P.
fijiensis portal

Description in P. fijiensis

GO Term

Function category protein identity

Hit

87167

Carbohydrate-binding module family 14 protein

G0:0005576
G0:0006030
G0:0008061

Race-specific elicitor Avr4

Cladosporium fulvum

87294

1,3-beta-glucanosyltransferase

G0:0031225
G0:0016740
G0:0016740

1,3-beta-glucanosyltransferase

Fusarium oxysporum

49199

Beta-hexosaminidase

G0:0004553
G0:0005975
G0:0004563

Beta-hexosaminidase

Candida albicans

47782

Glutathione peroxidase

G0:0006979
G0:0004602
G0:0098869

Glutathione peroxidase

Alternaria alternata

54124

Glycoside hydrolase family 17 protein

G0:0005975
G0:0004553
G0:0005575

Glycoside Hydrolase Family 17

Magnaporthe oryzae

55415

Glycoside hydrolase family 17 protein

G0:0005975
G0:0004553
G0:0004338

Glucan 1,3-beta-glucosidase

Candida albicans

212146

Glycoside hydrolase family 17 protein

G0:0005975
G0:0004553
G0:0005575

Glycoside Hydrolase Family 17

Magnaporthe oryzae

118560

Glycoside hydrolase family 17 protein (Fragment)

G0:0004553
G0:0005975
G0:0016787

CELP0032 Effector like protein

Blumeria graminis

191284

Glycoside hydrolase family 18 protein

G0:0004553
G0:0004568
G0:0006032

Chitinase

Trichoderma virens

211897

Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit, mitochondrial

G0:0004449
G0:0006099
G0:0016616

3-isopropylmalate dehydrogenase

Saccharomyces cerevisiae

211094

Isocitrate lyase

G0:0003824
G0:0004451
G0:0019752

Isocitrate lyase

Leptosphaeria maculans

154089

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

G0:0003755
G0:0006457
G0:0000413

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Botrytis cinerea

211936

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

G0:0003755
G0:0006457
G0:0000413

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Fusobacterium nucleatum

202901

Polyadenylate-binding protein

G0:0003676
G0:0003723
G0:0016071

Polyadenylate-binding protein, cytoplasmic and nuclear

Aspergillus fumigatus

209751

Pyruvate kinase

G0:0000287
G0:0004743
G0:0006096

Pyruvate kinase

Yersinia pseudotuberculosis

71635

Sulfate adenylyltransferase

G0:0000103
G0:0004781
G0:0005524

Sulfate adenylyltransferase

Cryptococcus neoformans

153168

Superoxide dismutase

G0:0004784
G0:0006801
G0:0046872

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Cryptococcus gattii

210905

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

G0:0098869
G0:0006801
G0:0046872

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Botrytis cinerea

51116

Trehalose-6-phosphate synthase

G0:0003825
G0:0005992
G0:0003824

Trehalose-6-phosphate synthase

Fusarium oxysporum

203370

Glycosyltransferase family 2 protein

GO0:0016758
G0:0006031
G0:0004100

Chitin synthase class 111

Botrytis cinerea

214425

Glycosyltransferase family 39 protein

G0:0000030
G0:0006493
G0:0097502

mannosyltransferase

Cryptococcus neoformans

212004

Carbohydrate-binding module family 50 protein

G0:0016998
G0:0030246

Extracellular protein 6

Cladosporium fulvum

188930

Malate dehydrogenase

G0:0006108
G0:0016491
G0:0030060

Malate dehydrogenase

Botrytis cinerea

51773

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial

G0:0006099
G0:0016491
G0:0051536

Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial

Phytophthora sojae

(Fang and Barbetti 2014; Gonzalez-Fernandez et al. 2014; Pan et al. 2017; Sprockett et al. 2011; Stergiopoulos et al. 2010 and Zilm et al. 2007)
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Table S4

Strain

Protein

ID P

fijiensis portal

Description in P. fijiensis

GO Term

Function category protein identity

Hit

C1233

5815

1,3-beta-glucanosyltransferase

G0:0071970
G0:0042124
G0:0031505

ProteinpH-responsive protein 1

Candida albicans

C1233

21705

Peroxidase

G0:0004601
G0:0006979
G0:0098869

Cytochrome c peroxidase, mitochondrial

Magnaporthe oryzae

C1233

197973

Glycoside hydrolase family 28 protein

G0:0004650
G0:0005975
G0:0071555

Endopolygalacturonase

Fusarium oxysporum

C1233

88299

| Aminopeptidase

G0:0006508
G0:0008237
G0:0008270

| Aminopeptidase

Mycobacterium tuberculosis

C1233

89342

Urease

G0:0006807
G0:0009039
G0:0016151

Urease

Cryptococcus gattii

C1233

204186

Serine hydroxymethyltransferase

G0:0004372
G0:0006544
G0:0006563

Serine hydroxymethyltransferase

Magnaporthe oryzae

C1233

*11024

Mitogen-activated protein kinase

G0:0004672
G0:0004707
G0:0005524

Mitogen-activated protein kinase Hogl

Zymoseptoria tritici

C1233

60460

| Ammonium transporter

G0:0006810
G0:0016020
G0:0008519

| Ammonium transporter

Colletotrichum gloeosporioides

C1233

52931

ER lumen protein-retaining receptor (Fragment)

G0:0046923
G0:0006621
G0:0016021

ER lumen protein-retaining receptor

Magnaporthe oryzae

C1233

205113

UDP-glucose 6-dehydrogenase

G0:0003824
G0:0005488
G0:0016616

UDP-glucose 6-dehydrogenase

Cryptococcus neoformans

C1233

52091

Carboxypeptidase

G0:0008233
G0:0004185
G0:0006508

Carboxypeptidase Y homolog A

Magnaporthe oryzae

C1233

164341

Carboxypeptidase

G0:0004185
G0:0006508
G0:0004181

Carboxypeptidase 2

Trichophyton rubrum

C1233

51857

Peptide hydrolase

G0:0006508
G0:0008233
G0:0030287

Peptide hydrolase

Candida parapsilosis

C1233

209870

Protein YOP1

G0:0003674
G0:0008150
G0:0005575

Protein YOP1

Candida albicans

C1233

70349

Phosphoglycerate kinase

G0:0004618
G0:0006096
G0:0016740

Phosphoglycerate kinase

Vibrio parahaemolyticus

C1233

148955

Patatin-like phospholipase domain-containing protein

G0:0006629
G0:0008152
G0:0004806

Patatin-like phospholipase domain-containing protein

Verticillium dahliae

Oz2b

216204

Glycoside hydrolase family 17 protein

G0:0004553
G0:0005975
G0:0016787

CELP0032 Effector like protein

Blumeria graminis

Oz2b

53876

Glycosyltransferase family 39 protein

G0:0000030
G0:0006493
G0:0016757

O-mannosyltransferase

Cryptococcus neoformans

Oz2b

*9532

Malate dehydrogenase

G0:0016615
G0:0016491
G0:0006099

Malate dehydrogenase

Botrytis cinerea

Oz2b

87130

Adenylosuccinate synthetase

G0:0005525
G0:0004019
G0:0006164

Adenylosuccinate synthetase

Salmonella enterica

Oz2b

201401

ARK kinase

G0:0004672
G0:0004674
G0:0004713

ARK kinase

Pseudomonas aeruginosa

Oz2b

137805

Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase

G0:0004672
G0:0004674
G0:0005524

Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase

Parastagonospora nodorum

Oz2b

40698

Orotidine 5'-phosphate decarboxylase

G0:0003824
G0:0004590
G0:0006207

Orotidine 5'-phosphate decarboxylase

Saccharomyces cerevisiae

Oz2b

59920

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

G0:0005515
G0:0016853
G0:0003755

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase

Fusobacterium nucleatum

Oz2b

*6094

Beta-glucosidase

G0:0004553
G0:0008422
G0:0008152

B-Glucosidase

Botrytis cinerea

Oz2b

*5637

Trehalase

G0:0004555
G0:0005509
G0:0005993

Trehalase

Candida parapsilosis

Oz2b

30300

Glutathione synthetase

G0:0004363
G0:0005524
G0:0006750

Glutathione synthetase

Burkholderia pseudomallei

(Alkan et al. 2013; Bellosta el at. 1997; Chitty et al. 2017; Goh et al. 2017; Gonzalez-Fernandez et al. 2014; Karkowska - Kuleta and Kozik 2015; Ku and Gan 2019; Moyrand and Janbon 2004;
Sanchez-Fresneda et al. 2014; Sprockett et al. 2011 and Zilm et al. 2007)
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CAPITULO V

DISCUSION GENERAL

La pared celular fangica representa una estructura de proteccion ante las condiciones
adversas a las que se enfrentan los hongos (Nimrichter et al., 2016; Pontén, 2008). Esta
estructura se compone de melaninas, polisacaridos y proteinas, las ultimas participan en la
biogénesis, remodelacion y dinamica de la pared celular fungica, asi como en la adhesion,
formacion de biopeliculas y es probable que también participen en la patogenicidad (Arroyo
et al., 2016). Algunas proteinas de la pared celular son sensibles a tratamientos alcalinos,
otras poseen un anclaje GPI que les permiten unirse fuertemente a la pared celular,
mientras que otras estan asociaciadas débilmente a esta estructura (Pitarch et al., 2008;
Klis,1994).

Dadas las funciones de las proteinas de la pared celular y a que participan en la
patogenicidad fangica, entonces estas macromoléculas pueden ser consideradas como
blancos moleculares para contrarrestar al patdégeno. Por lo tanto, estudiar el proteoma de
la pared celular fungica resulta de gran interés. Su analisis no es sencillo y requiere de un
método que permita aislar la pared celular de forma eficiente y posteriormente extraer

eficientemente las proteinas asociadas.

En este trabajo, los ensayos de infeccion in vitro de fragmentos foliares de Musa acuminata
cv Enano gigante, permitieron evaluar la virulencia de cinco cepas de P. fijiensis. Se
seleccionaron las cepas mas y menos virulentas, dado que hasta el momento no se han
reportado cepas avirulentas de P. fijiensis. Los ensayos mostraron que después de la
infeccion las diferentes cepas de P. fijiensis tuvieron crecimiento epifilico y causaron
lesiones correspondientes a la Sigatoka negra (SN) sobre sus respectivos fragmentos
foliares, dicha caracteristica confirmé la viabilidad del ensayo y la proliferacion del hongo a
partir de los fragmentos de micelio utilizados como indculo. El crecimiento epifilico de P.
fijiensis también fue observado en los trabajos realizados por Canché-Gomez (2013) y
Burgos-Canul (2013), quienes inocularon fragmentos foliares de banano con conidios y por
Alvarado-Capo et al. (2002), quienes infectaron con fragmentos de micelio. Lo importante
de tales hallazgos es que con ambos tipos de inéculo se desarrollaron los sintomas de la

SN semejantes a los descritos por Fouré (1982). Este hecho demuestra la capacidad

107



CAPITULO V

infectiva de ambas estructuras fingicas. El analisis por microscopia de campo claro mostro
que el micelio colonizé los espacios intercelulares de los fragmentos foliares, lo que coincide
con lo reportado por Peraza-Echeverria et al. (2008) e Islas-Flores et al. (2015). El grado
de colonizacién de los espacios intercelulares y el tiempo de aparicién de las lesiones
foliares permitié6 determinar que, en este estudio, las cepas Oz2b y Cr6a fueron las mas
virulentas y las cepas C1233 y Cr4b las menos virulentas. Con base en dichos resultados,
las cepas Oz2b y C1233 fueron clasificadas como la mas y la menos virulenta,

respectivamente, para continuar con el presente trabajo.

El interés del trabajo fue evaluar si la virulencia de las cepas Oz2b (mas virulenta) y C1233
(menos virulenta) esta asociada a diferencias en la composicion proteica de la pared celular,
por lo que para obtener la pared celular de P. fijiensis se ensayaron diferentes protocolos,
asi como para la extraccién de sus proteinas. El método final elegido consistié en la
maceracion en mortero en presencia de nitrégeno liquido, centrifugacién y lavados
secuenciales con amortiguadores de diferente composicion, y finalmente agua; este
proceso permitio el aislamiento de la pared celular altamente enriquecida, tal como lo
demostré la asociacion del blanco de calcofluor con el polimero de quitina. La pared celular
fungica aislada se sometio a tratamiento con diferentes amortiguadores y lavados con agua,
mediante ellos se obtuvieron las proteinas unidas a la pared por interacciones iénicas. En
contraste, las proteinas unidas covalentemente a la pared celular se liberaron mediante una
moadificacion del protocolo desarrollado por Maddi (2009) basado en el tratamiento alcalino
con NaOH y acido con HF-piridina (70:30 p/v). Una vez liberadas las proteinas covalentes
de la pared celular de las cepas Oz2b y C1233 se digirieron con tripsina y se identificaron
mediante nanoHPLC MS/MS, una herramienta altamente confiable, sensible, rapida y de
alto rendimiento en la identificacion de proteinas (lwamoto y Shimada, 2018). En las
proteinas unidas covalentemente a la pared celular de las cepas Oz2b y C1233, se
identificaron 367 péptidos que empalmaron con proteinas identificadas en la base de datos
de P. fijiensis. Veintisiete proteinas predijeron poseer el sitio de anclaje GPI. Este nUmero
de proteinas GPI es similar al reportado por otros autores quienes han liberado proteinas
GPI de la pared celular de Paracoccidioides lutzii (7 GPI) y Sclerotinia sclerotiorum (24 GPI)
(Aradjo et al., 2017; Liu y Free, 2016). En conclusion, el nimero de proteinas GPlIs liberadas
de la pared celular de P. fijiensis se encuentra dentro del rango descrito en otros hongos

patégenos.
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En el analisis de los datos de MS/MS de las proteinas de pared celular de P. fijiensis se
identificaron proteinas que participan en distintas rutas metabdlicas, asi como proteinas
exclusivas de alguna de las cepas y otras comunes entre ambas cepas. Por ejemplo, la
trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS1), es una enzima clave en la ruta de biosintesis para la
trehalosa, pero también ha sido considerada como un factor de virulencia en ascomicetos
como M. oryzae (Fernandez y Wilson, 2011), F. verticillioides (Boudreau et al., 2013) y F.
graminearum (Song et al, 2014). Ademas, se encontraron cuatro 1,3-B-
glucanosiltransferasas (MfGAS1, MfGAS3, MfGAS4 y MfGASS5), de las seis que Kantun-
Moreno et al. (2013), habian deducido in silico a partir del genoma de P. fijiensis. Otra de
las proteinas identificadas en este trabajo y asociadas covalentemente a la pared celular
de las cepas Oz2b y C1233 fue el efector PFAVR4. Esto es congruente con su funcion de
proteccion de la pared celular de P. fijiensis para evitar la digestion con las quitinasas del
hospedero. PfAvr4 es homoéloga funcional de CfAVR4 de Cladosporium fulvum
(Stergiopoulos et al., 2010) en la cual se ha descrito esa funcién. Por otra parte, Chang et
al. (2016) compararon in silico los genomas de P. eumusae, P. musae y P. fijiensis y
encontraron que los efectores PfAVR4 y PFECP6 estan presentes en las tres especies. Sin
embargo, el presente trabajo es el primero en el que se demuestra experimentalmente la

presencia de PfAVR4 y PfECP6 en la pared celular de uno de estos hongos (P. fijiensis).

En este estudio también se encontraron proteinas atipicas, e.g., la malato deshidrogenasa,
la formato deshidrogenasa y la acetil-CoA, asociadas a la pared celular de P. fijiensis,
aungue su funcién en la pared celular se desconoce. No obstante, en la pared celular de
Colletotrichum acutatum se ha visto que dichas proteinas participan en la formaciéon del
apresorio (Brown et al., 2008) y también han sido reportadas como proteinas atipicas de
pared celular en otros hongos (Karkowska-Kuleta y Kozik, 2015; Gil-Bona et al., 2015;
Marcos et al., 2012). En el caso de P. fijiensis es posible que las proteinas liberadas de la
pared celular desempefien un papel importante en su proceso patogénico; sin embargo,
esto aun debe ser demostrado. Cabe resaltar que, hasta el momento, este es el primer
trabajo que describe el andlisis proteémico de las proteinas unidas covalentemente a la
pared celular de P. fijiensis. Por lo tanto, los hallazgos de este trabajo contribuyen al

conocimiento fundamental de la biologia de P. fijiensis.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS GENERALES

6.1 CONCLUSIONES

Los ensayos de infeccidn in vitro en fragmentos foliares del cultivar Enano gigante
mostraron reproducibilidad en la induccién de los sintomas correspondientes a la SN,
descritos por Fouré (1982). Los resultados de la infeccién con la suspensién de micelio de
cada cepa, permitié seleccionar dos cepas con virulencia contrastante, la cepa Oz2b como

la més virulenta y la C1233 como la menos virulenta.

Se establecié un método para desagregar eficientemente la pared celular de P.
fijiensis, tal proceso facilité el andlisis de esta estructura por microscopia de campo claro.
Es posible que P. fijiensis posea propiedades que le permiten resistir al fraccionamiento y/o
posee componentes que le permiten agregarse rapidamente, con base en que la pared
desagregada con nitrégeno liquido se aglutina formando una estructura compacta.

La maceracion de P. fijiensis con mortero y pistilo en presencia de nitrégeno liquido
desagreg0 la pared celular y permiti6 liberar a las proteinas asociadas con los tratamientos
con NaOH y HF-piridina.

Por medio de la espectrometria de masas se identificaron péptidos que empalmaron
con 367 secuencias de proteinas con identidad. Estas fueron agrupadas en proteinas
exclusivas de cada cepa y comunes entre ambas cepas. El diagrama de Venny mostré 30
proteinas exclusivas para la cepa Oz2b (mas virulenta) y 80 para la cepa C1233 (menos
virulenta). Esto indica que la virulencia no esta dada con base en el nUmero de proteinas

diferentes, sino posiblemente por la abundancia de algunas de ellas.

El analisis bioinformatico de las proteinas de pared identificé a un grupo de proteina
de pared consideradas como “verdaderas” proteinas de pared celular debido a que cuentan
con SP, sitios probables de anclaje GPI y de modificacién por glucosilacion. También se
identificaron proteinas atipicas cuya presencia no se esperaria en la pared celular. Este

resultado no es extrafio dado que en otros trabajos se han descrito resultados parecidos.
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Serd interesante estudiar como este grupo de proteinas llegan a la pared celular y que
funciones desempefian ahi. La posibilidad de la existencia de diferentes mecanismos de
secrecién alternos al del reticulo endoplasmico-aparato de Golgi no pueden ser descartadas
y actualmente hay mucho interés en estudiar su participacion en el transporte y secrecion

de compuestos hacia el exterior celular.

6.2 PERSPECTIVAS

Este trabajo gener6 una lista de proteinas de la pared celular de P. fijiensis a partir
del andlisis de dos cepas. A dichas proteinas no se les ha asigando una identidad por ello
se abre la posibilidad de que en el futuro se realicen escrutinios mediante bioinformatica

mas avanzada para elucidar nuevos factores de virulencia o para caracterizarlas mejor.

Entre el total de las proteinas identificadas en la pared celular de ambas cepas, las
proteinas atipicas son de gran interés dado que hasta el momento se desconoce cual es su
via de secrecion; elucidar como llegaron a la pared celular abre oportunidades de estudio
para establecer como alcanzan la pared celular de P. fijiensis.

Las proteinas identificadas con identidad y que ya tienen asignada su posible
funcion en la pared celular y en la patogénesis deberdn analizarse funcionalmente, i.e.,
knockout, RNAI, con el propdsito de confirmar o refutar su importancia en la patogénesis

del hongo y también para la identificacién de proteinas claves en el desarrollo de P. fijiensis.

Las proteinas que se identifiguen como indispensables para la viabilidad o
patogénesis de P. fijiensis, podran proponerse como blancos moleculares para el desarrollo

de nuevos fungicidas que controlen a la SN.
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Apéndice 1. Biomasa de cada una de las cepas de P. fijiensis en los fragmentos foliares de M.
acuminata cv Enano %iqante durante los dias posteriores a la inoculacion.

T10 T20 T30
) III III III
N .ll l.l l.

CHB3G

(1233

CR4B

Testigo

T: Tiempo de muestro en dias.
+: Agar con benzimidazol sin hongo (A+B-H).
-: Agar-agar, sin benzimidazol ni hongo (A+A-B).
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Apéndice 2. Fragmentos foliares de banano cv Enano gigante mostrando el area de las lesiones
causadas dias después de la inoculacién in vitro con los fragmentos de micelio de las diferentes
cepas de P. fijiensis.

T10 T20 130
i l.. I I I lII
a l.l l.I II.
LA
i\
+ t t o
T: Tiempo de muestro en dias.

+: Agar con benzimidazol sin hongo (A+B-H).
-1 Agar-agar, sin benzimidazol ni hongo (A+A-B).

fH63G

CR4B
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Apéndice 3. Proteinas de pared celular en cepas de P. fijiensis predichas in silico como verdaderas.
Accession Descripcion

ID Gene
MYCFIDRAFT_87294
MYCFIDRAFT_72243
MYCFIDRAFT_63137
MYCFIDRAFT 41372
MYCFIDRAFT_55415
MYCFIDRAFT_87525
MYCFIDRAFT 191284
MYCFIDRAFT_86684
MYCFIDRAFT 39128
MYCFIDRAFT_53765
MYCFIDRAFT 214273
MYCFIDRAFT_144702
MYCFIDRAFT_140394
MYCFIDRAFT 201016
MYCFIDRAFT_57906
MYCFIDRAFT_57358
MYCFIDRAFT_151823

Aas: Aminoacidos
Mm: Masa molecular
pl: Punto isoeléctrico
SP; Péptido sefial

M3ALT7
M3B9G2
M2ZQ10
M3B679
N1QC30
N1QBNG
M2YJP9
M3AY01
M2ZWF9
M3B352
M3BB20
M2YKL8
M2YT21
N1Q5J2
M2YMJ6
M3AK23
M3AGV1

GPI: Glicosilfosfadttilinositol

NGlyc: N glicosilacion
0Glyc: O glicosilacion

1,3-beta-glucanosiltransferasa

Carboxipeptidasa

Dolicol-difosfooligosacarido--proteina glicosiltransferasa subunidad 1
Dolicol-difosfooligosacarido--proteina glicosiltransferasa subunidad WBP1
Glicosido hidrolasa family 17 proteina

Glicosidasa hidrolasa familia 18 proteina

Glicosidasa hidrolasa familia 18 proteina

Glicosidasa hidrolasa familia 2 proteina

Glicosidasa hidrolasa familia 3 proteina

Glicosidasa hidrolasa familia 3 proteina

Glicosidasa hidrolasa familia 31 proteina

Glicosidasa hidrolasa familia 92 proteina

Glicosiltransferasa familia 24 proteina

Lisofosfolipasa

Peptido hidrolasa

proteina disulfuro-isomerasa

Trehalasa

# Peptidos # AAs

9

13
26
12
21

13
58
12
28
15
24
28

14
39
20

546
549
493
468
308
388
469
879
761
820
1011
780
1480
618
506
545
665

Mm [kDa] pl

57.356
61.56

55.583
51.747
33.045
42,725
52.174
97.901
82.339
88.742
111.65
85.997
166.46
66.157
54.849
59.307
74.445

4.87
548
8.78
6.73
5.14
5.9

193
5.91
5.15
4.96
477
511
5.52
4.65
477
4.84
497

SP GPl NGlyc OGlyc
R A+ 4

tH -
-
tH -
tH -
tH -
tH -
+H -
tH -
+H -
+H 4
+H -
-
tH -
-
tH -
-

e

+ + + + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + + + + + +
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