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RESUMEN

El estudio de las vesiculas extracelulares (VE's) y su contenido han cobrado relevancia en
los dltimos afios debido principalmente al papel que desempefian en la patogénesis y como
una forma de transporte no canoénica de biomoléculas. Entre los componentes que son
transportados por las VE's se incluyen acidos nucleicos, proteinas, lipidos, pigmentos y
otras moléculas bioactivas. Sin embargo, el conocimiento de las VE's en especies fungicas
aun es limitado. En este trabajo se investigd la produccion de VE's en el hongo
hemibiotrofico Pseudocercospora fijiensis, agente causal de la Sigatoka negra en platanos
y bananos. Para ello se estandarizé un protocolo de extraccién de VE’s a partir del medio
de cultivo de dos cepas de P. fijiensis. Las VE's obtenidas se observaron a través de
microscopia de contraste de fases, microscopia electronica de barrido y microscopia
confocal; en las micrografias se observaron estructuras redondeadas con un tamafio menor
a los 1000 nandmetros; ademas, la tinciébn con el colorante Rojo Nilo revel6 que las
estructuras poseian lipidos, lo cual esta en concordancia con reportes de otras especies.
Las mediciones del tamafio de las VE's realizadas mediante Dispersion de Luz Dinamica
mostraron tamafios similares a los observados mediante microscopia, al registrarse dos
poblaciones de 25 a 250 nm y de 25 a 500 nm. Las proteinas contenidas en las VE’s fueron
precipitadas y secuenciadas mediante nanoHPLC-MS/MS, identificAndose 98 secuencias
de proteinas provenientes de las VE’s de la cepa C1233 y 71 provenientes de las VE's de
la cepa Oz2b; 39 proteinas se encontraron en ambas cepas. En la mayoria de las
secuencias recuperadas no se detectd péptido sefial de secrecién; los términos GO, las
familias identificadas y la proporcién de enzimas encontradas fue muy similar para ambas
cepas. Durante la busqueda de efectores proteicos se identificaron 25 candidatos a
efectores en las VE's de la cepa C1233 y 16 en las VE's de la cepa Oz2b, entre ellos se
encontraba un homdlogo del efector Ecp2 previamente caracterizado en Cladosporium
fulvum, lo que hace a este trabajo el primer reporte del transporte de efectores de P. fijiensis
mediante VE's. Las VE’s aisladas de las cepas de P. fijiensis se infiltraron en las hojas de
un cultivar susceptible y otro resistente a la Sigatoka negra, con las concentraciones de
proteina y bajo las condiciones utilizadas en este estudio, no se obtuvieron resultados

concluyentes, con respecto a los analisis de virulencia.



ABSTRACT

The study of extracellular vesicles (EVs) has become more and more relevant in recent
years, because of their role in pathogenesis as well as a non-canonical way of transport of
biomolecules. Components that are transported by EVs include nucleic acids, proteins,
lipids, pigments, and other bioactive molecules. However, the knowledge of EVs in fungal
species is still limited. In this work, it was investigated the production of EVs in the
hemibiotrophic fungus Pseudocercospora fijiensis, the causal agent of black Sigatoka
desease of banana and plantain. To archieve the goal, one protocol of isolation of EVs was
standardized from the culture medium of two P. fijiensis strains. Recovered EVs were
observed through phase-contrast microscopy, scanning electron microscopy, and confocal
microscopy; rounded structures with a size smaller than 1000 nanometers were observed;
the staining with the Nile Red dye revealed that the structures had lipids, which is in
agreement with reports from other species. The size of the EVs was measured by dynamic
light scattering, finding similar sizes to those observed by microscopy; two populations of 25
to 250 nm and 25 to 500 nm respectively were registered. The proteins contained in the EVs
were precipitated and sequenced using nanoHPLC-MS/MS, thus identifying 98 protein
sequences from the VE's of the C1233 strain and 71 from the EVs of the Oz2b strain; 39
proteins were shared between both strains. Curiously, most of the recovered proteins have
no secretion signal peptide; the GO terms, the families identified and the proportion of
enzymes were found very similar between both strains. When the EVs proteomes were
screened for effectors, 25 effector candidates were identified in the EVs of the C1233 strain
and 16 in the EVs of the Oz2b strain. Among the list of effector candidates there was one
homolog of the previously characterized Ecp2 effector of Cladosporium fulvum, being this
work the first report about the transport of effectors through EVs in P. fijiensis. The VE's
isolated from the P. fijiensis strains, were infiltrated in the leaves of a susceptible cultivar
and another resistant to black Sigatoka, with the protein concentrations and under the
conditions used in this study, no conclusive results were obtained, with regards to virulence

tests.









INTRODUCCION

INTRODUCCION

La enfermedad conocida como Sigatoka negra ocasionada por el hongo Pseudocercospora
fijiensis es la principal amenaza en el cultivo de bananos en México. La enfermedad produce
manchas necréticas de color negro, lo que reduce el area fotosintética de la planta y
ocasiona una maduracion prematura de los frutos. Actualmente la enfermedad es
controlada mediante la aplicacién de fungicidas sintéticos, lo que ocasiona un incremento
en los costes de produccion, contaminacién ambiental y limita la exportacion de los frutos,
por lo que es necesario el desarrollo de nuevas estrategias para combatir la enfermedad,
sin embargo, aun se desconocen muchos aspectos del hongo y los procesos que ocurren

durante la infeccion.

Durante la interaccion planta-patdgeno ocurre un intercambio de moléculas, entre ellas las
proteinas, las cuales pueden influir en el desarrollo de la enfermedad; los reportes del
secretoma de P. fijiensis demuestran que dichas proteinas son capaces de generar una
respuesta hipersensible; en dichos reportes destaca un grupo de proteinas que han sido
nombradas como “atipicas”, al no poseer una funcion predicha en el exterior de la célula y
no tener péptido sefal de secrecion, lo que sugiere la presencia de rutas de secrecion

proteica no canénicas.

Durante los ultimos afos las vesiculas extracelulares han destacado por ser un medio de
secreciéon no convencional de distintos componentes, entre ellos proteinas, y se ha
identificado que tienen un papel importante en el intercambio de biomoléculas y la
patogénesis; sin embargo, los estudios en hongos son aln pocos, y los relacionados a
hongos fitopatdgenos son aln mas escasos por lo que hasta antes de este estudio no se

conocian estudios que reportaran la produccion de VE’s en P. fijiensis.

Con el desarrollo de este estudio se explord y analizé la produccion de VE's en P. fijiensis,
con un énfasis especial en la caracterizacion del contenido proteico de las VE's,
investigando las proteinas que son transportadas por esa via y la busqueda de posibles

efectores fungicos que pudieran jugar algun papel en la patogénesis.




1. CAPITULO |
ANTECEDENTES
1.1 IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DEL BANANO

Procedente del Sudeste Asiatico, el banano es una planta que se cultiva desde hace ~10,
000 afios y cuyos primeros registros se encontraron en Papua Nueva Guinea en el siglo VII
a. C. (Denham y Donohue, 2009). El centro de origen de platanos y bananos se extiende
desde la India hasta Papua Nueva Guinea, e incluye a Malasia e Indonesia (Langhe, 1996).
El cruzamiento natural de varios diploides no comestibles de Musa acuminata dio como
resultado, hibridos partenocérpicos, con esterilidad femenina, fruto comestible y triploides
en su estructura genomica. Estos diploides y triploides de Musa acuminata fueron
seleccionados y trasladados a areas mas secas donde otros diploides silvestres de Musa
balbisiana se desarrollaron naturalmente y de este modo ocurrieron hibridaciones
interespecificas entre Musa acuminata (Genoma A) y Musa balbisiana (Genoma B) (Leiva-
Mora, 2006).

En la actualidad, los bananos y los platanos son cultivos alimentarios importantes para la
poblacién mundial; se cultivan en ~10 millones de hectéreas en las regiones tropicales y
subtropicales, en cerca de 120 paises. De acuerdo con la Organizaciéon de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) en 2017 se exportaron 18,068 millones

de toneladas de fruto en todo el mundo.

El cultivo de banano tiene gran importancia econémica y social para México. Durante 2019
en nuestro pais se cultivaron platanos y bananos en una superficie de ~80,518.69
hectareas, con una produccién total de fruta de 2,458,500.38 toneladas, generando
$8,818.4839 millones de pesos (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP,
2019)). Chiapas es el estado mexicano que ocupa la primera posiciéon como productor de
bananos, con 696,867.18 toneladas (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1 Produccién de banano en México

Superficie sembrada | Superficie cosechada Produccién
Entidad federativa
(ha) (ha) (Ton)

Chiapas 23,266.07 23,178.07 696,867.18
Tabasco 11,634.42 11,634.42 590,560.14
Veracruz 16,046.72 15,770.72 333,870.42
Colima 6,084.04 6,084.04 207,764.74
Jalisco 3,833.00 3,831.00 207,764.74
Michoacan 5,670.00 5,589.00 174,714.28
Guerrero 4,058.34 3,812.30 86,643.90
Oaxaca 3,784.95 3,756.95 78,824.16
Puebla 2,458.75 2,389.25 36,442.79
Nayarit 2,496.00 2,389.50 31,453.26

Quintana Roo 774.5 748 8,727.23

Yucatan 255.9 253.9 2,865.37

Campeche 117 117 1,410.77

Morelos 10 10 302
Estado de México 17 17 223.4
Hidalgo 12 12 66
Total 80,518.69 79,593.15 2,458,500.38

Fuente: SIAP (2019)

1.1.1 Plagas y enfermedades en cultivos de banano.

La produccién de bananos alrededor del mundo esta limitada por diversas plagas y
enfermedades que afectan a las plantaciones (Alakonya et al., 2018) en la Tabla 1.2 se

enlistan las enfermedades mas frecuentes en el cultivo.




Tabla 1.2 Enfermedades y plagas de bananos

Enfermedad

Descripcion sintomatoldgica

Enfermedades ocasionadas por hongos

Sigatoka amarilla (Pseudocercospora

musae)

Estrias amarillo palido, visibles en el haz,
las cuales evolucionan a manchas marron
oscura de forma eliptica, y finalmente a
lesion necrética de forma eliptica a

eliptica alargada.

Sigatoka negra (Pseudocercospora fijiensis)

Estrias finas marrén claras, visibles en el
envés a partir de la parte apical de las
hojas. Las estrias evolucionan a manchas
marrén oscuras para finalmente tornarse
en manchas oscuras a negras de forma

irregular.

cubense)

Mal de Panama (Fusarium oxysporum f. sp.

Produce marchitamiento de las hojas y
decaimiento del pseudotallo; el micelio
del hongo penetra la pared celular
epidérmica, coloniza y ocluye los vasos

de xilema.

Enfermedades ocasionadas por bacterias

Moko o marchitez bacteriana (Ralstonia

solanacearum)

Se observa pudriciéon y decoloracion en
los tejidos internos del pseudotallo, las
tornan

hojas se amarillas y

eventualmente se doblan.
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Enfermedades ocasionadas por virus

Virus del Rayado del banano (Banana Produce estrechas vetas cloréticas y/o
Streak Virus - BSV) necroticas, continuas o discontinuas que
van paralelas a las nervaduras de la

lamina de la hoja.

Virus del Mosaico del pepino (Cucumber | Produce una amplia gama de sintomas

Mosaic Virus - CMV) desde mosaico difuso de hojas a clorosis
severa, curvatura de las hojas, distorsion,
podredumbre de las hojas cigarro,
aspecto de roseta de la disposicion de las

hojas y atrofia de la planta.

Plagas

Picudo negro (Cosmopolites sordidus) Las larvas causantes del dafo, se
alimentan y se desarrollan dentro del
cormo, formando galerias o taneles. Los
sintomas se manifiestan con
amarillamiento de las hojas, debilidad,
poco desarrollo y formacién de racimos

defectuosos.

Picudo rayado (Metamasius hemipterus) Las larvas consumen el pseudotallo, lo
debilitan y ocasionan el doblamiento de
las plantas al momento del llenado del

racimo.

Condensado de Bidabadi y Sijun, 2018; Selvarajan, 2015; Torrado-Jaime y Castafio-
Zapata, 2008; Torres-Gonzélez, et al., 2013.




De estas enfermedades la Sigatoka negra (SN), causada por el hongo ascomiceto
Pseudocercospora fijiensis; anteriormente conocido como Mycosphaerella fijiensis (Arango
Isaza et al., 2016); es la enfermedad foliar que representa la principal limitante en la
produccién de musaceas (platanos y bananos) a nivel mundial y es considerada la

enfermedad mas costosa y perjudicial del banano a nivel global (Churchill, 2011).

El primer reporte de esta enfermedad fue realizado en el afio de 1963 en la costa sureste
de Viti Levu en las islas Fiji (revisado en Ploetz, 2000). En América Latina, la enfermedad
se identifico por primera vez en Honduras, desde donde se dispersd hacia Guatemala,
Belice, México. El Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panamd, Colombia, Ecuador, Perd y
Bolivia (Mourichon et al., 1997; Churchill 2011; Onyilo et al., 2018).

1.2 Pseudocercospora fijiensis

Pseudocercospora fijiensis es el hongo causal de la enfermedad conocida como Sigatoka
negra (SN) en el género Musae y se le considera como el miembro mas destructivo del
‘complejo Sigatoka', el cual incluye a los agentes causales de la Sigatoka amarilla (P.
musae), la mancha foliar del banano (P. eumusae) y la Sigatoka negra (P. fijiensis). Las
Musaceas son los huéspedes principales de P. fijiensis y presentan una variedad de
sintomas que dependen de los niveles de resistencia de los huéspedes individuales
(Alakonya et al., 2018). Sin embargo, la planta ornamental Heliconia psittacorum ha sido
reportada como un hospedero alternativo de P. fijiensis en Manaos, Brasil (Gasparotto et
al., 2005) y recientemente, en México, en los estados de Tabasco y Chiapas se reportaron
como hospederos alternativos tres nuevas especies: Xanthosoma robustum, Digitaria sp. y
Wedelia trilobata, ademéas de confirmar nuevamente a Heliconia psittacorum (Vazquez-
Euan et al., 2019).

P. fijiensis es un hongo hemibiotréfico, sin embargo, existe un periodo de tiempo antes de
la penetracion en el hospedero, en la cual el hongo permanece de forma latente sobre la
cuticula, lo que sugiere una fase de comensalismo con el hospedero antes de que comience
la infeccion, la nutricién durante este periodo es posible mediante el paso de nutrientes en
pequefas cantidades a la superficie de la hoja (Lepoivre et al., 2002; Kema et al., 1996).

Posteriormente, en sus primeras etapas de infeccidn, coloniza los espacios intercelulares
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sin causar dafio aparente (fase biotréfica); cuando en el espacio intracelular las hifas
alcanzan cierta densidad de crecimiento y los nutrientes disponibles en el espacio
apoplastico son insuficientes para cubrir las necesidades nutricionales del hongo, P. fijiensis
cambia a una etapa altamente agresiva que mata a las células, generando manchas

necroéticas (Rodriguez y Cayon, 2008).

La SN no mata a las plantas de banano inmediatamente, pero reduce la capacidad
fotosintética de las hojas y en consecuencia, reduce la calidad y cantidad de los frutos,
debido a la precoz maduracion que se registra en las plantas infectadas (Churchill, 2011);
esto ocasiona pérdidas del 35 al 100 % de la producciéon, dependiendo del cultivar, las

condiciones ambientales y el grado de infeccion.

Los intentos por controlar a la SN incluyen la aplicacion frecuente de fungicidas, practicas
culturales como la eliminacion de las hojas afectadas y el espaciado y drenaje adecuado
en las plantaciones (Ploetz, 2000). La frecuencia de la aplicacion de los fungicidas varia de
acuerdo con las condiciones climaticas, siendo lo mas comudn 50 aplicaciones al afio en el

trépico humedo (Martinez-Bolafios et al., 2012; Onyilo et al., 2018).

1.2.1 Importancia de las proteinas secretadas en la virulencia

El secretoma se refiere a las proteinas que son secretadas al espacio extracelular de los
organismos e incluye a las proteinas secretadas a través de VE's (Deftu et al., 2020). Entre
las proteinas secretadas se encuentran aquellas que en los hongos fitopatégenos participan
en la modulacion de su virulencia y dadas esas caracteristicas han recibido el nombre de
efectores proteicos (Carredn-Anguiano et al., 2020; Dodds y Rathjen, 2010). Los efectores
son moléculas que facilitan el establecimiento de las interacciones bioldgicas, tanto
benéficas como perjudiciales (Kim et al., 2016), y son capaces de modular las respuestas
de resistencia en la planta; en dicho sentido, el secretoma flngico tiene una funcién
importante para la patogénesis, debido a que muchas de las proteinas secretadas han sido
identificadas entre los principales efectores en la interaccion planta-hongo (Girard et al.,
2012). En muchos patdgenos sistémicos, los efectores son factores importantes de
patogenicidad o virulencia que determinan el éxito de una infeccién (Arango Isaza et al.,
2016).




P. fijiensis, como todo patégeno, produce moléculas efectoras e.g. metabolitos secundarios
y proteinas para suprimir las respuestas de defensa del anfitrion y para evitar la muerte de
las células hospederas durante su fase biotréfica. En contraste, durante su fase necrotréfica
produce proteinas toxicas y metabolitos secundarios que matan el tejido del hospedero
(Noar y Daub, 2016). No obstante, se conoce poco acerca del repertorio de metabolitos
téxicos y de efectores proteicos que produce P. fijiensis como parte de su mecanismo de

infeccion.

Andlisis bioinformaticos predijeron la presencia de genes ortélogos de los efectores
proteicos Ecp2, Ecp6 y Avr4 de Cladosporium fulvum en el genoma de P. fijiensis
(Stergiopoulos et al., 2010). Posteriormente, mediante transcriptbmica se demostré la
expresion de estos genes en la interaccién de P. fijiensis con plantas de banano (Noar y
Daub, 2016). Analisis protedmicos recientes confirmaron la presencia de Ecp2 y Avr4 en la

pared celular de P. fijiensis (Burgos-Canul et al., 2019).

Se ha demostrado que el secretoma de P. fijiensis es capaz de producir lesiones necrdticas
in vivo en hojas de bananos de las variedades Musa balbisiana y Musa acuminata cv Gran
Enano (Chuc-Uc et al., 2011) e in vitro en las variedades Gran Enano y ‘Yangambi Km &’
(Escobar-Tovar, et al., 2015), demostrando el importante papel que juega el secretoma en

la patogénesis.

El sistema de secrecién clasico de proteinas, en eucariontes, consiste en el etiqguetado
celular de las proteinas hacia la membrana plasmatica y su exportaciéon al medio
extracelular, mediado en general por el reticulo endoplasmatico (RE) (Grieve y Rabouille,
2011). Durante la traduccidn, las proteinas que contienen la péptido sefial son reconocidas
especificamente en el citoplasma por la particula de reconocimiento de sefial y son

transportadas hacia el RE (Nagai et al., 2003).

Después de la transferencia hacia o a través de la membrana del RE, las proteinas
nacientes se pliegan y pueden sufrir modificaciones postraduccionales. Posteriormente
salen a través de puntos especializados conocidos como sitios de salida del RE (ERES por
“ER exit sites”) en mamiferos y sitios ER de transicion en levaduras (Bonifacino y Glick,
2004). Del RE son transportadas a través del aparato de Golgi hacia su destino final, el cual

puede ser la membrana plasmatica para muchas proteinas transmembranales o el medio
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extracelular para las proteinas secretadas (Mellman y Warren, 2000). Sin embargo, en los
estudios del secretoma a menudo se han identificado proteinas que carecen del péptido

sefal de secrecidn y de motivos que las asocien a la pared celular (Brown et al., 2015).

En el estudio de Escobar-Tovar y colaboradores (2015) se identificaron nueve proteinas
que carecian del péptido sefal de secrecién; un fendbmeno que también se han reportado
en el secretoma de otros hongos, e.g. en el secretoma de Fusarium gramineum se
identificaron 21 proteinas que carecian de péptido sefial de secrecién (Yang et al., 2012).
Aunado a eso, existen varios estudios que describen que en el secretoma estan presentes
proteinas “atipicas”, que carecen de motivos sefal clasicos N-terminales que las etiqueten
para la superficie celular externa (Karkowska-Kuleta y Kozik, 2014; Nombela et al., 2006;
Rodrigues y Djordjevic, 2012). Entre dichas proteinas “atipicas” se incluye a varias de las
que clasicamente han sido caracterizadas como citoplasmicas o constituyentes de la
membrana plasmatica y que en la actualidad también han sido encontradas en la pared
celular fangica (Nimrichter et al., 2016). Distintos factores podrian ser responsables de este
fenémeno, entre ellos la secrecién a través de vias desconocidas o no clasicas (Karkowska-
Kuleta y Kozik, 2014). Una de estas rutas alternas de secrecion consiste en la produccion
de vesiculas extracelulares (VE’s) que son utilizadas como plataformas para el suministro
de factores de virulencia del patdgeno hacia las células del hospedero (Rodrigues et al.,
2008D).

En el estudio del proteoma de la pared celular de P. fijiensis también se reportaron proteinas
atipicas, entre las que se destacan histonas H3 y H4, proteinas ribosomales,
transportadores ABC, thioredoxina, incluyendo también dos efectores proteicos: Avr4 y
Ecp6; en ese mismo trabajo se analizaron 2 cepas distintas del hongo y por medio de
métodos bioinformaticos se determin6 que del total del proteoma compartido por ambas
cepas solamente en 32 de las 90 proteinas se predecia la presencia del péptido sefial de

secrecion (Burgos-Canul et al., 2019).

En Histoplasma capsulatum, hongo causante de la histoplasmosis se descubrié que
muchos de los factores de virulencia de las vesiculas extracelulares eran componentes
atipicos de pared celular, destacando entre ellas la chaperona HSP60 (Matos Baltazar et
al., 2016), algo similar a lo encontrado en el proteoma de pared celular de P. fijiensis, lo que

sugiere que posiblemente P. fijiensis también utiliza este sistema de transporte no canonico.




1.3 Vesiculas extracelulares

Las VE's son un grupo heterogéneo de bio-nanoparticulas de distintos tamafios con
estructuras membranosas esféricas cerradas que poseen una bicapa lipidica (Willms et al.,
2016); participan en el transporte y la liberacion de moléculas al espacio celular externo
(Rizzo et al., 2017).

La Sociedad Internacional para Vesiculas Extracelulares (ISEV por sus siglas en inglés) da
la siguiente definicion para las VE’s: particulas naturalmente liberadas de la célula que

estan delimitadas por una bicapa lipidica y no se pueden replicar (Théry et al., 2018).

Dadas las caracteristicas y el contenido i.e., lipidos, proteinas membranales y citosolicas,
acidos nucleicos, miARN, ARN, ADN , de las VE’s, hacen que estas estructuras biocelulares
sean una pieza fundamental en la comunicacién intracelular e intercelular y en el

intercambio de moléculas bioactivas (Giebel y Helmbrecht, 2017).
1.3.1 Tipos de vesiculas extracelulares

Las VE's pueden clasificarse en tres clases principales en funcién de sus rutas de
biogénesis: exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptéticos; sin embargo, estos ultimos
no son considerados como parte de un sistema de secrecion regulado, ya que se producen

al llevarse a cabo la apoptosis (Figura 1.1).

Exosomas Microvsiculas Cuerpos apoptoticos
(»)

o 30 -120 nm © 50 - 1000 nm ()50 -2000 nm

Figura 1.1 Tamafio y biogénesis de las vesiculas extracelulares (Modificada de Chen et al., 2018).
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Las microvesiculas se originan en la superficie de la célula, donde se liberan mediante
“brotes” directos de la membrana plasmatica; poseen un tamafio heterogéneo que va desde

50 nm hasta 1,000 nm de diametro.

Los exosomas son vesiculas extracelulares que se liberan de las células tras la fusion de
un compartimento endocitico intermedio, el cuerpo multivesicular, con la membrana
plasmética. Esto libera vesiculas intraluminales en el medio extracelular y las vesiculas
liberadas de esta forma reciben el nombre de exosomas (Edgar, 2016). Tienen un rango de

tamafios que va desde los 30 nm hasta los 120 nm (Willms et al., 2016).

Los cuerpos apoptoticos se forman a través de la fragmentacion de la membrana celular de
las células apoptéticas, tienen un amplio rango de tamafios comprendiendo de 50 a 2,000
nm de diametro (Willms et al., 2016).

1.3.2 Produccion de vesiculas extracelulares como un mecanismo universal

La produccion de VE's se ha observado tanto en células eucariontes como en procariontes,
y se tiene registro de ellas desde el afio de 1946 (Tabla 1.3). Existe una gran cantidad de
reportes de produccion de VE's en una gran variedad de tipos celulares de diferentes
reinos, lo cual indica que la secrecién de VE's es un proceso biolégico conservado y una
propiedad comun de los sistemas celulares (Oliveira et al., 2013). Actualmente se considera
que el fendbmeno de la produccion de VE's es un mecanismo universal de transporte de
macromoléculas al espacio extracelular (Choi y Lee, 2016; Nimrichter et al., 2016;
Rodrigues et al., 2014), aunque la importancia de tal evento aln esta sujeto a intensa

investigacion (Margolis y Sadovsky, 2019).

Cabe mencionar que, en el reporte del afio de 1946 (Chargaff y West, 1946) las vesiculas
extracelulares derivadas de muestras de sangre humana fueron consideradas como restos

celulares.
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Tabla 1.3 Primeros reportes de vesiculas extracelulares.

Reino Organismo Referencia
Eucariontas
Animalia Homo sapiens Chargaff y West, 1946
Protista
Dictyostelium discoideum Tatischeff et al., 1998
Fungi Cryptococcus neoformans Rodrigues et al., 2007
Plantae Helianthus annuus Regente et al., 2009
Procariontas
Gram+ Escherichia coli Knox et al., 1966
Gram- Staphylococcus aureus Lee et al., 2009
Archea Thermococcus kodakaraensis Soler et al., 2008
Thermococcus gammatolerans

1.3.3 Vesiculas extracelulares fungicas

La liberacién de VE's por los hongos se hipotetizé desde principios de 1970 cuando
mediante imagenes de microscopia electronica de congelacion del hongo C. neoformans
se observaron estructuras localizadas entre la pared celular y la membrana plasmaética; sin

embargo, la posibilidad de que dichas estructuras pudieran pasar a través de la pared

12
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celular y llegar al espacio extracelular no fue considerada (Takeo et al., 1973). En 1990 se
especulé nuevamente sobre la produccion de VE's en hongos, tras estudios de microscopia
electrénica de transmisién y microscopia electrénica de barrido en Candida albicans, en los
que se observaron vesiculas emergiendo de la membrana plasmatica, las cuales poseian
una bicapa lipidica (Anderson et al., 1990). Los datos obtenidos fueron pasados por alto
debido a que se consideraba que la pared celular era demasiado rigida para ser permeable

a estructuras grandes como las VE's (Brown et al., 2015).

En el aflo 2007 se registré la primera investigacion acerca de VE's fangicas, C. neoformans
fue el primer hongo del que se aislaron estructuras vesiculares a partir de sus
sobrenadantes de cultivo, y se identific6 que su contenido estaba relacionado con
componentes de su pared (Rodrigues et al., 2007). Tal hallazgo reforzé la hipétesis de que
el transporte vesicular podria ser la explicacién de la localizacion transitoria o definitiva de
proteinas atipicas en la pared celular. En la actualidad el nimero de especies fungicas con
reportes de VE's ha aumentado a 17 (Tabla 1.4), apoyando asi la idea de que este
mecanismo de secrecion tiene una distribucién universal, aunque aln se desconocen todas

sus funciones e importancia en los hongos (Rodrigues y Djordjevic, 2012).

La mayoria de los estudios de vesiculas extracelulares en hongos provienen de hongos
patégenos de humanos. Los modelos de estimulacién en células del hospedero con VE's
provenientes de C. neoformans (Rodrigues et al.,, 2008a), Paracoccidioides brasiliensis
(Vallejo et al., 2011) y Malassezia sympodialis (Gehrmann et al., 2011) realizados tanto in
vitro como in vivo han demostrado claramente que dichas estructuras tienen el potencial de
regular pasos criticos durante la patogénesis y son antigénicamente activas, ya que las
proteinas obtenidas de los exosomas producidos por H. capsulatum y C. neoformans fueron
reconocidos por los anticuerpos del suero de los pacientes infectados (Oliveira et al., 2013),
lo cual resalta aun mas la importancia de las proteinas contenidas en las VE's en la

patogénesis.
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Tabla 1.4 Especies fungicas con reportes de VE's.

Dextrosa

_ Numero de
_ Medio de ] _
Especie o proteinas Referencia
crecimiento _ N
identificadas
Cryptococcus . _
Medio minimo 92 Rodrigues et al., 2007
neoformans
Histoplasma Albuguerque et al.,
Ham's F-12 283
capsulatum 2008
_ _ Caldo Sabouraud Albuquerque et al.,
Candida albicans 75

2008

Candida parapsilosis

Caldo Sabouraud

Dextrosa

No reportadas

Albuguerque et al.,
2008

Caldo Sabouraud

Albuguerque et al.,

levadura

Sporothrix schenckii 40
Dextrosa 2008
Saccharomyces Albuquerque et al.,
o Caldo YPD 400
cerevisiae 2008
Paracoccidioides Ham's F-12 + 1.5 )
o 205 Vallejo et al., 2011
brasiliensis % glucosa
Alternaria infectoria RPMI-1640 20 Silva et al., 2014
, ~ | Caldo de maltay Johansson et al.,
Malassezia sympodialis 2439

2018

14
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Sporothrix brasiliensis

Caldo BHI

63

Ikeda et al., 2018

Cryptococcus gattii

Caldo YPD

No reportadas

Bielska et al., 2018

Trichophyton

interdigitale

Medio minimo

No reportadas

Bitencourt et al., 2018

o Medio YCU y
Pichia fermentans _ No reportadas Leone et al., 2018
medio YCM
Rhizopus delemar PDB No reportadas Liu et al., 2018
Aspergillus fumigatus Medio YG 60 Souza et al., 2019
F. oxysporum f. sp.
PDB (1/2) 482 Bleackley et al., 2020

vasinfectum

Aspergillus flavus

Medio minimo

No reportadas

Brauer et al., 2020

1.3.4 Contenido de las VE's flngicas

Como se mencioné anteriormente las VE's se consideran un mecanismo ubicuo de

transferencia intercelular de moléculas, entre ellas, proteinas, acidos nucleicos, lipidos y

otras moléculas bioactivas (de Toledo et al., 2018); dicha mezcla molecular compleja

incluye muchos componentes citoplasmaticos, hecho que es consistente con el origen

propuesto de las VE's como sustracciones citoplasmaticas (Da Silva et al., 2015). Estas

moléculas pueden estar en asociacion con los lipidos de la membrana o en el interior de la

vesicula, siendo protegidas del medio externo (Cai et al., 2018). Ademas de la funcion de

proteccion, las VE's también podrian llevar a cabo una funcién de concentracion de los

componentes patdgenos, lo que llevaria a una mayor eficiencia e incluso podria ocurrir una
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relacién de sinergia con el resto del contenido de las VE’s, algo que no ocurre con los

métodos clasicos de secrecidon (Bleackley et al., 2019; Rodrigues et al., 2008b).

En las VE's de C. neoformans mediante cromatografia liquida acoplada a prote6mica de
alta escala LC-MS/MS, se identificaron 76 proteinas. La mayoria carecian del péptido sefial
requerido para la secrecion convencional, ademas de que se encontrd que varias de ellas
se asocian a la virulencia: e.g. — glucoroxidomanano (GXM), glucosilceramida, enzimas
relacionadas a la sintesis capsular, ureasa, lacasa, fosfatasa acida, y varias proteinas
antioxidantes como la superéxido dismutasa, thioredoxina, thioredoxina reductasa, proteina

antioxidante especifica del tiol y catalasa A, entre otras (Rodrigues et al., 2008a; 2014).

En un trabajo posterior se observé que el tamafio de las vesiculas difieren dependiendo de
si dichas estructuras abandonaron el citoplasma en eventos de liberaciéon simple o multiple,
sin embargo se concluy6 que la carga de vesiculas se distribuye de manera homogénea,

sin correlacion funcional entre subpoblaciones enriquecidas (Wolf et al., 2014).

Los analisis protedmicos de las VE fangicas han demostrado que estas estructuras poseen
particularidades especificas de la especie. Por ejemplo, las proteinas de division celular
septinas se describieron en VE's de P. brasiliensis, pero no en otras especies (Vallejo et
al., 2012a). En S. cerevisiae, se detectaron cinco proteinas ancladas a GPI (aspartil
proteasa, endoglucanasa y tres proteinas de funciones desconocidas) que estan ausentes
en las VE’s de H. capsulatum, P. brasiliensis y C. neoformans, lo que sugiere la existencia
de mecanismos de exportacion de esta clase de glicoproteinas especificos de la especie
(Rodrigues et al., 2014). La descarboxilasa del &cido UDP-glucurénico y la deshidrogenasa
UDP-glucosa, dos enzimas que son esenciales para el metabolismo del acido glucurénico,

solo se identificaron en VE’s de C. neoformans.

Un analisis comparativo de los proteomas de las VE's procedentes de C. neoformans, H.
capsulatum, P. brasiliensis y S. cerevisiae encontr6 26 proteinas sin péptido sefial comunes
entre las 4 especies, lo que apoya la presencia de esas proteinas en el exterior (Vallejo et
al., 2012a).

Aunque se han realizado estudios acerca de la biogénesis de las VE's flngicas,
principalmente intentando identificar y discernir entre las proteinas transportadas por las

rutas de secrecion clasicas y las rutas de secrecién no convencionales, ain se desconocen
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los reguladores de la produccién de VE’s en hongos (Oliveira et al., 2013). En los estudios
con C. neoformans y S. cerevisiae, mediante mutantes de delecién de los reguladores de
la secrecion convencional: Sec4, Secl, Sec6 y Sec32, y de las proteinas de etiquetado
vacuolar (Vps): Vps23 y Snf7, se demostr6 que dichas proteinas influyen parcialmente en
la composicién y la cinética de la liberacién de VE's, pero en ninguna de las mutantes
ocurrioé un bloqueo en la formacion de VE's (Oliveira et al., 2010; Panepinto et al., 2009). El
analisis de las VE s mediante gradiente diferencial mostré la existencia de subpoblaciones
que difieren en el contenido molecular, sugiriendo que existen varias rutas implicadas en la

generacion de vesiculas extracelulares fungicas.
1.3.5 Aislamiento de VE’s

Se han utilizado distintos métodos de aislamiento de las vesiculas extracelulares; sin
embargo, no existe un método Unico dado que, dependiendo del organismo, los factores
que influencian la abundancia, el tamafio, el contenido y la facilidad de aislamiento son

multifactoriales.

El método clasico para el aislamiento de las VE's se basa en la separacién de acuerdo con
su densidad de flotaciébn por centrifugacién (Konoshenko et al., 2018). Para evitar la
contaminacién con otros elementos, productos de lisis celular, este método incluye varias
centrifugaciones previas, principalmente iniciando con una centrifugaciéon a 300 o 400 g
para sedimentar la mayoria de las células, seguida de una centrifugacién a 2,000 g para
eliminar los restos celulares y una centrifugacion a velocidades mayores a 10,000 g para
remover los agregados de biopolimeros, cuerpos apoptéticos y otras estructuras. Las VE's
son obtenidas por ultracentrifugacion a velocidades = a 100,000 g. El aislamiento a través
de ultracentrifugacién ha sido usado ampliamente debido a que requiere una cantidad
pequefia de reactivos y consumibles, no hay impacto sobre las VE's exceptuando la fuerza
gravitacional y el pipeteo, y no se utilizan otros reactivos que podrian interferir con los

analisis posteriores.

Sin embargo, la centrifugacion diferencial presenta varias limitaciones; entre ellas: no se
logra una recuperacion absoluta de las VE’s, debido a que la distancia hacia la pastilla no
es la misma para todas las VE's, ademas, el radio de sedimentacion también depende de

la forma y masa relativa al medio. Adicionalmente, puede ocurrir una aglomeracion de las
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VE’'s, asi como coaislarse con otros componentes como agregados de proteina y virus.
Tampoco se descartan dafios y pérdida de las VE’s. La recuperacién reportada de VE's
por este método va desde el 2 al 80 %, por lo que no se puede realizar un estudio de

comparacion entre aislamientos (Coumans et al., 2017).

La mayor complejidad en el estudio de las VE’s radica en la amplia heterogeneidad entre
ellas (Bielska y May 2019); sin embargo, se han propuesto diversos marcadores
moleculares para la identificacion de los exosomas procedentes de células humanas,
destacando principalmente las tetraspaninas CD9, CD63, CD81; algunas proteinas de
respuesta a estrés por calor como la HSP-60 y la HSP-90 (Kastelowitz y Yin, 2014) y las
proteinas TSG101 y ALIX (componentes del sistema ESCRT (del inglés Endosomal Sorting
Complexes Required for Transport)). Desafortunadamente en los grupos de datos
proteémicos de VE's fungicas no se han encontrado candidatos que funcionen como

marcadores (Bleackley et al., 2019).

En el estudio de exosomas de mamiferos se ha utilizado a la Anexina A5y a la Tim-4 para
cuantificar los niveles de fosfatidilserina, lipido que se ha reportado como constituyente de
esos exosomas (Kastelowitz y Yin, 2014; Nakai et al., 2016) y se han desarrollado paquetes
comerciales para aislamiento y cuantificacion de VE's, pero solo han funcionado con
algunas especies de mamiferos. Desafortunadamente no se han encontrado homélogos de

la proteina Tim-4 en las especies de hongos con reportes de VE's.
1.3.6 Importancia del estudio de las VE's

El conocimiento sobre el papel de las VE's ha evolucionado desde considerarse como
simples “bolsas de depdsito de basura celular”, formas de eliminacién de proteinas mal
plegadas y toxinas, hasta mensajeros de virulencia asociadas a la progresion patogénica
(Bielska y May 2019). Se sabe que las VE's son un medio de comunicacion intercelular y
de transmision de macromoléculas entre células, por lo que son importantes para el estudio
de comunicacion y trafico celular de moléculas, aunque su funcién biol6gica no esta definida
y por lo tanto las diferentes propuestas son hip6tesis que adn deben ser demostradas. En
la dltima década, a los exosomas se les han atribuido funciones en la liberacién de
proteinas, lipidos, mMRNA, miRNA, DNA, polisacaridos, componentes inmunorreactivos y

como factores que contribuyen al desarrollo de varias enfermedades (Joffe et al., 2016;
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Rizzo et al., 2017). También se ha propuesto que las VEs podrian ser vectores Utiles para
la liberacion de medicamentos porgue estan compuestos de membranas celulares, en lugar

de polimeros sintéticos, y como tales son mejor tolerados por el huésped (Edgar, 2016).

Distintos factores de virulencia se han asociado con las vesiculas extracelulares fangicas,
debido a esto han sido llamadas “bolsas de virulencia” (Joffe et al., 2016). Otros estudios
demuestran que el transporte de los factores de virulencia desde el hongo a la célula
huésped, mediado por VE's, es un mecanismo de administracion incluso mas eficaz que la
difusién simple (Rodrigues et al., 2008b). Por otro lado, cada vez son mas los reportes de
que las VE's aisladas de hongos patogénicos pueden ser reconocidas por el sistema
inmunolégico del hospedero y que estas VE's son capaces de modificar la funcion

inmunolégica (Bielska y May, 2019).

Las VE’s flngicas representan nuevas posibles estrategias para tratar infecciones flngicas
y enfrentar la emergencia de la resistencia adquirida a las drogas antifingicas (Fisher et al.,
2018).

Samuel et al. (2015) propusieron que las vesiculas extracelulares desempefian una funcién
importante en la interaccién planta-patégeno, transfiriendo efectores y modulando la
respuesta de las células hospederas a favor del hongo patdgeno; estos autores propusieron
también que la carga molecular en las VE’s es especifica para el tipo de lesién o infeccion,
por ejemplo, la carga molecular presente en las VE’s de las plantas durante estrés puede
ser significativamente diferente a la producida durante la infeccion por hongos. Otro estudio
gue asocio las VE's en la interaccion planta-patégeno es el de Micali et al. (2011), quienes
observaron imégenes ultraestructurales de haustorios de Golovinomyces orontii infectando
hojas de Arabidopsis thaliana, detectando abundancia de cuerpos multivesiculares en los

haustorios y vesiculas extracelulares.

En el caso de P. fijiensis, hasta el momento no se han realizado estudios acerca de la
existencia de VE’s y tampoco de su contenido o funcién. Es posible esperar que sus VE's
transporten factores de virulencia o patogenicidad, asi como proteinas atipicas que
carezcan de los motivos clasicos (péptido sefial de secrecion, sitios de N u O-glicosilacion)

para ser secretada por el GERL.
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En este trabajo se estudian dos cepas de P. fijiensis con virulencia contrastaste para
determinar si el contenido proteico de las VE's, con base en las funciones asignadas por

medio de métodos bioinformaticos, tuviera asociacion con la infectividad y virulencia de las

cepas.
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JUSTIFICACION

El analisis del contenido de las VE's de los hongos patégenos C. neoformans, H.
capsulatum, C. albicans, Candida parapsilosis, y Sporothrix schenckii sugiere que dichas
estructuras y su cargo podrian actuar como “bolsas de virulencia” en la patogénesis (Silva
et al., 2019). En el caso de los hongos fitopatdgenos solo existen dos reportes de VE’s, los

cuales corresponden a la especie A. infectoria y F. oxysporum f. sp. vasinfectum.

Siendo P. fijiensis el agente causal de la Sigatoka negra y la principal amenaza para las
plantaciones de platanos y bananos en nuestro pais y en el mundo, es de vital importancia
conocer y caracterizar sus mecanismos de infeccion. Considerando que en el trabajo de
Burgos-Canul et al. (2019) se identificaron proteinas atipicas en la pared celular de P.
fijiensis, y algunas de esas proteinas atipicas han sido relacionadas con patogenicidad o
virulencia, entonces, es posible que P. fijiensis produzca VE's, y que éstas sean
importantes para su patogenicidad. Por ello, es importante demostrar que P. fijiensis
produce VE’s, analizar su contenido proteico y evaluar si dichas VE’s inducen lesiones en

discos foliares y en planta completa de dos variedades de banano.

La infiltracion artificial ha sido utilizada en el estudio de la Sigatoka negra para evaluar el
nivel de susceptibilidad o resistencia de los diferentes cultivares o clonas de banano, y para
evaluar el grado de virulencia de las cepas de P. fijiensis, asi como para la generacion de
sintomas por potenciales efectores (Burgos et al., 2013; Arango Isaza et al., 2016) por lo
gue el seguimiento de sintomas producidos por las VE's puede ser una herramienta para
evaluar si transportan proteinas relacionadas a la patogénesis, ademas de que comparar
dos cepas distintas y que contrastan en virulencia permitird analizar si el contenido de

proteinas de las VE’s tienen una influencia en la patogenicidad.
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HIPOTESIS

Dos cepas de Pseudocercospora fijiensis con virulencia contrastante produciran y
secretaran vesiculas extracelulares (VE’s) con diferencias en su contenido de proteinas de
patogenicidad, y que en consecuencia influyen en la virulencia de las cepas sobre plantas

de banano.

OBJETIVO GENERAL

e Extraery caracterizar vesiculas extracelulares y su contenido proteico a partir de las
cepas C1233 y Oz2b de P. fijiensis que contrastan en virulencia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar vesiculas extracelulares (VE's) a partir de dos cepas de Pseudocercospora
fijiensis con virulencia contrastante (cepas C1233 y Oz2b).

e Realizar una caracterizacion morfolégica de las VE's producidas por las cepas
C1233y Oz2b de P. fijiensis mediante microscopia y Dispersion de Luz Dinamica.

e Determinar mediante SDS-PAGE y nanoHPLC-MS/MS el contenido proteico de las
VE’s producidas durante el cultivo in vitro de las cepas C1233 y Oz2b.

¢ Comparar mediante métodos bioinformaticos los proteomas de las VE's aisladas a
partir de las cepas C1233 y Oz2b.

e Analizar la respuesta de defensa de hojas de Musa acuminata cv Enano Gigante y
Musa acuminata cv. burmanicoides a la infiltracion con diferentes concentraciones
de VE’s obtenidas de las cepas C1233y Oz2b.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Determinacion de la cinética de
crecimiento de las cepas C1233 y
Ozz2b

Cultivo in vitro de P. fijiensis
(Cepa C1233 y Oz2b)

Extraccion de VE's mediante “Paquete
de purificacion de exosomas de
medios de cultivo celular”

Extraccion de VE s mediante
ultra-centrifugacion

Vesiculas
extracelulares

Observacion mediante Analisis protedmicos Bioensayo in vivo en
microscopia optica, (Cuantificacion plantas de banano
confocal y electrénica de SDS-PAGE, variedad Gran enano y

barrido NanoHPLC-MS/MS) Calcutta-1V

Analisis bioinformaticos
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2. CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

2.1 Determinacion de la cinética de crecimiento de las cepas C1233y Oz2b

Se utilizaron las cepas C1233 y Oz2b perteneciente a la coleccion de cultivos microbianos
del CICY. La determinacién de la cinética de crecimiento de las cepas de P. fijiensis se
realizé después de la siembra por triplicado de 1 g de micelio desagregado de cada una de
las cepas en 50 ml de medio de cultivo liquido de caldo papa dextrosa (PDB), en matraces
Erlenmeyer de 250 ml. Los matraces se colocaron en un agitador orbital a 100 rpm, y el
micelio se colecto a los dias 3, 6, 9, 12, 15, 18 y 21 de cultivo, de acuerdo a Chuc-Uc et al.
(2011) y se registro el peso fresco y seco. El peso fresco del micelio se registré después de
realizar una deshidratacion por aspirado. El peso seco se obtuvo después de la
deshidratacion del micelio en horno a 60 °C hasta que se alcanzé peso constante (Cruz-
Martin et al., 2013).

El crecimiento poblacional para ambas cepas se calculé siguiendo la metodologia descrita
por Arredondo-Vega y Voltolina (2007).

In(x; — xq1)
e = —————
(t; — t1)

El tiempo de generacion fue calculado utilizando la ecuacion:

_ln2

t, =
ST

2.2 Aislamiento de vesiculas mediante ultracentrifugacién para la produccion y

colecta de las vesiculas extracelulares (VE's)

Como indculo inicial, el micelio de las cepas C1233 u Oz2b cultivadas en medio PDB fue
colectado en la fase exponencial de crecimiento justo en el dia de duplicacién de su
biomasa (calculado a partir de la ecuacion descrita en el parrafo anterior). Enseguida, por

separado, 10 g de micelio fresco fueron inoculados en matraces Erlenmeyer de 1000 mi
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conteniendo 500 ml de medio PDB fresco y se incubaron en agitacién a 100 rpm por dos

dias.

En condiciones estériles, el micelio de 6 dias de crecimiento en el caso de la cepa C1233y
8 dias para la cepa Oz2b se recuperd mediante filtracion a través de un filtro de papel
Whatman grado 5 en un embudo Bichner. ElI micelio fue lavado 2 veces con agua

bidestilada desionizada estéril.

El micelio lavado se resembré en matraces Erlenmeyer de 1000 ml con 500 ml de medio
minimo estéril suplementado con dextrosa (10g/l), y se incubd a temperatura ambiente con

agitacion a 100 rpm durante 48 horas.

La preparaciéon del medio minimo se realizé a partir de una solucién 10X (1.7 g de Medio
minimo [Yeast nitrogen base without amino acids and ammonium sulfate (Sigma) en 100 mi
en agua destilada, y esterilizado por filtracion]. La solucion madre se almacené a 4 °C hasta
su uso; el medio minimo 1X se prepar6 a partir de la solucion madre, diluyendo en una
relacién 1:10 con una solucion de dextrosa (10 g/l) estéril. Todo el procedimiento se realiz6

en condiciones asépticas.

Posteriormente, también bajo condiciones de esterilidad, los medios de cultivo (500 ml)
inoculados con las cepas se recuperaron de forma independiente, y se realizé el aislamiento
de las VE's.

Al no existir previamente una metodologia para el aislamiento de VE's de P. fijiensis, se
realizé un protocolo hibrido basado en los reportes de Kowal et al. (2017) y Silva et al.
(2014); afiadiendo un paso de filtracién, y realizando modificaciones de los tiempos vy
velocidades de centrifugacién; durante el procesamiento, las muestras se mantuvieron todo

el tiempo en hielo y las centrifugaciones se realizaron a 4 °C.

Brevemente, el medio de cultivo libre de micelio se recuperé mediante filtracion a través de
un embudo Bichner, utilizando un filtro de papel Whatman Grado 5. Se agregd 35 ml del
medio filtrado a cada uno de 12 tubos de centrifuga Nalgene y se centrifugd a 23,000 x g
durante 45 minutos en una centrifuga Sorvall RC 5B Plus, utilizando un rotor de &ngulo fijo
Sorvall SA-600. Se recuperé el sobrenadante y se filtr6 en una unidad de filtracion Nalgene

eguipada con una membrana de nitrocelulosa (Millipore) de 0.45 um de tamario de poro. El
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filtrado se recuperd y se concentrd ~20 veces usando discos de ultrafiltracion PLHK Ultracel
de celulosa, con tamafio de corte de 100 kDa y una unidad de ultrafiltracion Amicon de 50

ml.

El concentrado se transfirié a 2 tubos de ultracentrifuga de policarbonato de 10 ml (estériles)
y se centrifugaron a 40,000 x g por 30 min en una ultracentrifuga Optima L-100 XP utilizando

un rotor de angulo fijo T40.

Se recuperé el sobrenadante y se centrifugé a 100,000 x g durante 60 minutos. Se descart6
el sobrenadante. Las pastillas se resuspendieron con 5 ml de amortiguador de fosfato salino
(PBS) 1X (NaCl 1.37 mmol/L, KCI 2.7 mmol/l, Na;HPO 10 mmol/l, KH.PO, 1.8 mmol/l; pH
7.4). Las pastillas resuspendidas se centrifugaron nuevamente a 100,000 x g durante 60
minutos a 4 °C. Se retird el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 40 ul de
amortiguador PBS 1X adicionado con 1 mM de fluoruro de metil sulfonilo (PMSF) como
inhibidor de proteasas y 50 mM de azida de sodio (NaNs). La muestra resuspendida se

almacend en congelacion a -80 °C hasta la realizacion de los analisis posteriores.

Como un primer control se utilizé6 500 ml de medio PDB sin adicién de micelio, el cual fue
sometido al protocolo de aislamiento de VE's. Como un segundo control se utiliz6 medio de
cultivo inoculado con micelio de P. fijiensis previamente sometido a esterilizacion por
autoclave; brevemente, se inocularon 10 g de micelio de la cepa C1233 en 500 ml de medio
PDB, se incubd en agitacién a 100 rpm durante 6 dias, pasado ese tiempo, el cultivo se
esterilizd en autoclave a 121 °C con 1 atm de presion durante 45 minutos y a partir de dicho

cultivo se procedi6 a realizar el protocolo de aislamiento de estructuras parecidas a VE's.

2.3 Aislamiento de vesiculas mediante “Paquete de purificacion de exosomas de

medios de cultivo celular”

Para el aislamiento de VE's utilizando el paquete comercial “Paquete de purificacion de
exosomas de medios de cultivo celular” (NORGEN), se siguieron las indicaciones del
proveedor. Se realizé el procedimiento descrito anteriormente hasta la concentracion
mediante ultrafiltracion. Posteriormente, del concentrado, treinta y cinco mililitros (35 ml) de

cada cepa se transfirieron de manera independiente a tubos Falcéon de 50 ml y se
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adicionaron con 25 pl del amortiguador ExoC, posteriormente se ajusté el pH a 9.0
utilizando hidroxido de sodio, seguido de la adicion de 600 pl del compuesto Slurry E. La
mezcla se homogenizd con un vértex por 10 segundos y se dejo reposar a temperatura

ambiente por 10 minutos.

Enseguida, las mezclas se agitaron por vortex durante 10 segundos y se centrifugaron por
2 minutos a 2000 RPMs. El sobrenadante se desechd y al precipitado se le afiadieron 600
Ml de amortiguador ExoR, se mezclo por vortex durante 10 segundos y se dej6 reposar a
temperatura ambiente por 15 minutos. Después de la incubacién se mezclé nuevamente en

vortex durante 10 segundos y se centrifugd por 2 minutos a 500 RPMs.

El sobrenadante se transfirié a una mini columna de centrifugacién, provista en el paquete
comercial, colocada previamente en un tubo de elucién, y se centrifugé por 1 minuto a 7,000

X g. El concentrado se almacend a -80 °C.

2.4 Observacion de las VE's mediante microscopia de contraste de fases

Se utilizaron 5 pl de la suspension de VE's en cada observacion. La alicuota de la
suspension se coloc6 en un portaobjetos limpio, enseguida se le coloc6 un cubreobjetos
limpio. La muestra se observé en un microscopio de contraste de fases Zeiss AxioPlan
utilizando el objetivo de 100x y el ocular 10x. Las imagenes fueron adquiridas con el

programa AxioVision 4.8.2.

2.5 Microscopia confocal

Las muestras de vesiculas extracelulares purificadas de las cepas C1233 u Oz2b de P.
fijiensis se tifieron utilizando el colorante Rojo Nilo (Sigma) siguiendo el protocolo de
Greenspan y Fowler (1985). Brevemente, se prepar6 una solucién madre pesando 10 mg
de Rojo Nilo y disolviéndolo en 1 ml de acetona (10,000 pg/ml). De esta solucion madre se
tomaron 100 pl y se disolvieron en 900 pl de acetona, para alcanzar una concentracion final

de 1000 pg/ml; la solucién se mantuvo en hielo y protegida de la luz.
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En un portaobjetos limpio se colocé una gota de glicerol al 100 % estéril, 2 ul de la solucion
de trabajo del Rojo Nilo y 5 ul de la suspension de VE's; la preparacién se sellé utilizando

un cubreobjetos limpio.

Como control positivo y para comprobar el estado del colorante, se prepar6é una solucién
de 1 mg/ml de manteca de cerdo comercial (JC Fortes) disolviendo completamente con
ayuda de un bafio ultrasonico (Branson CPX1800H) a maxima potencia, durante 30
minutos. La preparacion de la muestra para su observacion se realizé de la forma descrita

en el parrafo anterior.

La deteccién del fluoréforo se realizdé en un microscopio confocal (Olympus 1X81) utilizando
longitudes de excitacion de 450 nm y de emision de 528 nm. Las observaciones se

registraron como micrografias.

2.6 Microscopia electrénica de barrido

Para los estudios de microscopia electrénica de barrido, se colocaron 100 pl de la solucion
de vesiculas extracelulares en un microcon YM-10 (Millipore), el cual cuenta con un filtro de
corte de 10 kDa. La parte superior del microcon fue sellada utilizando dos capas de una

membrana de dialisis con tamafo de corte de 3.5 kDa.

La fijacion de las VE's se realiz6 colocando el microcon dentro de una solucién de
glutaraldehido al 2.5 % en una solucion tampén de fosfatos de sodio (33 % de fosfato
monobasico de sodio al 0.2 My 66 % de fosfato dibasico de sodio al 0.2 M, pH 7.2) durante
48 horas a 4 °C, en ausencia de luz. Enseguida se removié el exceso de fijador,
sumergiendo el microcon conteniendo la muestra en la solucién tampoén de fosfatos de
sodio y realizando dos cambios de una hora cada uno. Al finalizar el segundo lavado, las
muestras se deshidrataron a través de una serie de soluciones crecientes de etanol (30 %,
50 %, 70 %, 85 %, 96 % y absoluto). La muestra se dejo reposar en cada solucién de etanol
por una hora, con excepcion de la solucion al 70 % en la cual se dejo reposar durante 12
horas. Durante todo el proceso de deshidratacion las muestras se mantuvieron a 4 °C en
ausencia de luz. El secado de punto critico se realiz6 utilizando dioxido de carbono liquido,

en un secador de punto critico (TOUSIMIS, modelo SAMDRI 795). Las muestras se
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revistieron con una capa de oro de aproximadamente 150 Armstrong de espesor, con ayuda
del equipo Denton Vaccum/Desk Il. Las muestras se examinaron en un microscopio
electrénico de barrido marca Jeol, modelo JSM-6360 LV, utlizando un voltaje de

aceleracion de 25 kV.

2.7 Determinacion del tamafio de las VE's mediante Dispersion de Luz Dindmica
(DLS)

Los tamafios de las VE's aisladas de las cepas de C1233 y Oz2b se obtuvieron mediante
Dispersion de Luz Dinamica (DLS del inglés “Dynamic Light Scattering”), utilizando el
equipo NANOTRAC WAVE Il y el programa Microtrac Flex Il version 1.0.2. Para ello se
realizé el aislamiento de VE's como se describié anteriormente, teniendo como Unica
diferencia el paso final de resuspension, la cual se realiz6 en 2 ml de PBS 1X. Las pastillas
se almacenaron a 4 °C hasta su analisis, el cual se realiz6 antes de que transcurrieran 24
h de su aislamiento. Como blanco se utilizé 2 ml de PBS sin VE's. Se realizaron 2 réplicas

de cada una de las cepas.

2.8 Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas en las VE's se realiz6 mediante el protocolo de Bradford
modificado por Ernst y Zor (2010). La curva de calibracién se realiz6 utilizando cantidades
de 0,05, 1, 1.5, 2y 2.5 ug/pl de albimina sérica bovina (BSA), realizando cada punto por
triplicado. Se utilizaron 200 pl de la suspensién de VE's 0 10 pl de proteinas resuspendidas
en urea 8 M; la determinacién de proteina se realiz6 por duplicado. La absorbancia de las
muestras se determind en un espectrofotometro GENESYS 10 UV (Thermo Scientific) a
590 y 450 nm de longitud de onda.

2.9 Andlisis de proteinas por electroforesis SDS-PAGE

El andlisis de las proteinas contenidas en las VE's se realiz6 en geles de 12 % SDS-PAGE.

Se agregaron 80 ng de proteinas de vesiculas extracelulares de cada cepa
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(correspondiente a 40 pl de suspension de VE's para la cepa C1233y 11.7 ul para la cepa
0z2b) (Ikeda et al., 2018), las cuales fueron suspendidas en agua hasta llegar a 40 pl
totales; se afadieron 10 pl del amortiguador de Laemmli y se cargaron en el gel de 12 %
SDS-PAGE (Laemmli, 1970). Los geles se sometieron a electroforesis a 80 V a temperatura
ambiente; las bandas de proteina se visualizaron tiiendo con nitrato de plata (Vallejo et al.,
2011).

2.10 Precipitacion de proteinas para su separacion de los lipidos de las VE's

A partir de las vesiculas purificadas se realizé la precipitacion de las proteinas de acuerdo
a la metodologia propuesta por Wessel y Flugge (1984).

Brevemente, se adiciondé agua grado miliQ a las muestras de vesiculas extracelulares
purificadas hasta llegar a 100 uL; la suspensién se transfirié a un tubo cénico de 2.5 ml en
el cual se adicionaron 300 pL de agua miliQ, 400 pL de metanol y 100 pL de cloroformo. La
mezcla se homogenizé en vértex con agitacion vigorosa durante 1 minuto. Posteriormente
el homogenado se centrifugé a 17,000 x g durante 15 minutos a 25 °C para lograr una

separacion de las fases.

Se removi6 la mezcla de agua-metanol que se forma sobre la interfase y posteriormente se
adicionaron 400 ul de metanol. Nuevamente se realizé la homogenizacién con agitacion
vigorosa en vortex durante 1 minuto, seguido de centrifugaciéon a 17,000 x g durante 15
minutos. Finalizada la centrifugacién se removié el sobrenadante y la pastilla se sec6 a

temperatura ambiente durante 1 hora.

2.11 Digestion de proteinas

Las pastillas de proteina de cada una de las muestras fueron resuspendidas en 8 M de urea
disuelta en amortiguador HEPES pH 8.0; se tomaron dos alicuotas de 10 pl de cada muestra
para la cuantificacion de proteinas. Se afiadi6é ditiothreitol 0.5 M (DTT) en 50 mM de
bicarbonato de amonio para alcanzar una concentracion final de 10 mM. La resuspension

se homogenizé por vortex y se incub6 por 1 hora a temperatura ambiente. Finalizado ese
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periodo, se afiadié lodoacetamida (lodoacetamida 275 mM en bicarbonato de amonio 50
mM), concentracion final de 18 mM. Se mezclé brevemente en vortex y se incub6 durante
1 hora en condiciones de oscuridad. Concluida la incubacién, se adicionaron 4 volimenes
de agua MiliQ y se mezcl6é con vortex. Enseguida, a las muestras se les afiadié 0.8 % de
tripsina grado secuenciacién y se incub6 toda la noche a 25 °C protegiendo de la luz. La

digestién se detuvo afiadiendo 1 % de acido férmico.

2.12 Preparacion de las proteinas recuperadas de las VE's para su analisis

proteémico

Se tomaron alicuotas de los péptidos digeridos, conteniendo 4 ug de proteina de cada una
de las cepas y se colocaron en tubos individuales de 0.2 ml. Las muestras se deshidrataron
en Savant a temperatura ambiente durante 5 ciclos de 25 minutos cada uno. Las pastillas
se resuspendieron en 10 pl de solucién de equilibrio (0.1 % TFA en agua grado mili-Q). Se
humedecié una punta ZipTip C18 (Merck) con 10 ul de acetonitrilo (ACN) al 100 %. Este
paso de humedecimiento se repitid tres veces. Posteriormente se equilibré la punta ZipTip
con 10 pl de 0.1 % de TFA en agua grado mili-Q (2 veces). Enseguida, la muestra de
proteina se aspir6 10 veces en la punta ZipTip; la punta se lavé 2 veces con 0.1 % TFA en
agua grado mili-Q. Los péptidos se recuperaron de la ZipTip aspirando 5 veces 10 pl de
solucién de elucion (0.1 TFA/50 % ACN) previamente depositados en un tubo nuevo de 0.2
ml. La muestra recuperada se deshidraté mediante un concentrador Savant utilizando 2

ciclos de 25 minutos cada uno, a temperatura ambiente.

La separacion y secuenciacion de los péptidos se realiz6 mediante proteémica de alta
escala, utilizando un sistema nanoHPLC (Dionex Ultimate 3000) acoplado a un
espectrometro de masas Orbitrap (Orbitrap Fusion™ Trihybrid Mass Spectrometer). La
inyeccion de muestras al espectrometro de masas se realiz6 mediante ionizaciéon por
nanoelectrospray. Los espectros de masa/carga fueron comparados mediante el programa
MaxQuant y con el programa Proteome Discovered 2.1, ambos contra la base de datos del
proteoma deducido de P. fijiensis. Inicialmente se seleccionaron como verdaderas aquellas
proteinas identificadas que contaban con 2 o mas péptidos en una o ambas réplicas, o que

contaban con un solo péptido, pero en ambas replicas. Las identidades de las secuencias
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obtenidas fueron descargadas para su posterior analisis bioinformético. Al ser bajo el
namero de proteinas identificadas en la cepa Oz2b, se decidio utilizar aquellas secuencias
que tuvieran al menos un péptido en una o ambas replicas, lo que posibilita una mejor

comparacion entre ambas cepas.

2.13 Analisis bioinformatico de los proteomas de las VE aisladas a partir de las cepas
C1233 u Oz2B

a) Ontologia de genes

La informacion de ontologia de genes (GO) se obtuvo del proteoma deducido de P. fijiensis
el cual se encuentra disponible en el repositorio Uniprot
(https://www.uniprot.org/proteomes/UP000016932), usando para la buasqueda los

respectivos IDs de las proteinas identificadas en el proteoma generado en el presente
trabajo. Los GOs recuperados se cargaron en el programa “Web Gene Ontology Annotation

Plot (WEGO) 2.0” (http://wego.genomics.cn) (Ye et al., 2018) para realizar el analisis

sistematico de las anotaciones encontradas a nivel 2.
b) Determinacion de péptido sefal y anclaje GPI

La predicciéon de la presencia de péptido sefial en las secuencias se realizé utilizando los

programas TargetP 2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/software.php) (Armenteros et al.,

2019), SignalP 5.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/software.php) (Armenteros et al.,
2019) y Phobius (https://phobius.sbc.su.se/index.html) (Kall et al., 2004). La prediccion de
anclajes GPI se realizé con el programa PredGPI (http://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/)
(Pierleoni et al., 2008).

c) Prediccion de efectores

La busqueda de posibles efectores se realiz6 empleando los programas EffectorP 1.0
(http://effectorp.csiro.au/index.html)  (Sperschneider et al.,, 2015), EffectorP 2.0

(Sperschneider et al., 2018) (http://effectorp.csiro.au/index.html), y EffHunter
(https://github.com/GisCarreon/EffHunter _v.1.0) (Carre6n-Anguiano et al., 2020).
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Para identificar aquellas proteinas contenidas en las VE's que estan relacionadas a
virulencia y patogenicidad, las secuencias de proteinas se analizaron mediante Blastp

contra la base de datos “Plant-Host interaction 4.9” (http://phi-blast.phi-base.org/).

Se consideraron como caracteristicas de efectores los siguientes pardmetros: a)
secuencias con un tamafio <300 aminoacidos, b) porcentaje de cisteinas mayor al 2 %, c)
sin dominios transmembranales, d) los resultados de los analisis en los programas EffectorP
1.0 (20.7), EffectorP 2.0 (=0.7) y, EffHunter. A cada uno de dichos criterios se les asigné un
valor de 1, aquellas secuencias con un valor = 4 se seleccionaron como candidatos a

efectores.
d) Prediccién de dominios transmembranales

La busqueda de hélices transmembranales se realiz6 mediante el programa TMHMM-2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php? TMHMM-2.0) (Sonnhammer et al., 1998).

e) Elaboracién de diagramas de Venn

Los diagramas de Venn se construyeron con el programa Venny 2.1

(https://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) (Oliveros, 2015).

f) Identificacion de familias

La identificacion de las familias InterPro a las que pertenecen las proteinas identificadas en
las VE’s de P. fijiensis, asi como la asignacién de los nimeros de la Comisién de Enzimas
se realizaron a partir de la base de datos ENZYME, mediante el programa Blast2Go (G6tz
et al., 2008).
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2.14 Bioensayo del efecto del contenido de las VE's en hojas de plantas de banano

Plantas de Musa acuminata cv Enano Gigante y Calcuta-1V, mantenidas en invernadero, de
~ seis meses de edad, se inocularon con 100y 200 ng de la suspension vesicular (calculada
mediante la cuantificacién de proteinas) de las cepas C1233 u Oz2b. Las plantas fueron
infiltradas en la primera hoja por debajo de la hoja cigarro (de acuerdo a Mufioz-Pérez,
2018). La inoculacién se realizé con incisiones superficiales producidas con un bisturi estéril
y colocando sobre ellas las concentraciones de cada muestra, en volumen final de 40 pl.
Como controles positivos para la induccion de la respuesta hipersensible, se utilizaron de
manera independiente Glicol-quitina (Sigma) al 0.15 %, y 10 ug de Proteasa (Sigma); y
como controles negativos se utilizaron agua, PBS 1X y un corte sin infiltrar (este dltimo,
dafio mecénico). El esquema de infiltracion se ilustra en la Figura 2.1. Se infiltraron en total
4 plantas, dos de cada cultivar. Las lesiones se registraron cada 24 h durante 96 horas. El

tamafio y area de las lesiones se calculé utilizando el programa ImageJ de acceso libre en

el NIH (https://imagej.nih.gov/ij/). Las graficas fueron realizadas con el programa Excel
2016.

Numero Aplicacién
1 Control de corte
2 100 ngde VE's
3 Agua bidestilada
4 Glicol-quitina
5 Proteasa
6 PBS
7 200 ngde VE's

Puntos rojos correspondientes a la aplicacion
de VE's obtenidasde la cepa C1233; los
puntos amarillos corresponden a la cepa

0z2b.

Figura 2.1 Esquematizacion del disefio del experimento de infiltracion en las hojas de banano
susceptibles y resistentes a P. fijiensis.
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RESULTADOS

3.1 Determinacién de la cinética de crecimiento de las cepas C1233y Oz2b

La biomasa (peso fresco) recuperada fue mayor en la cepa C1233 en comparacién con la
cepa Oz2b (Figura 3.1). Sin embargo; la comparacion de los pesos secos mostré que la

cepa Oz2b acumulé mas materia seca que la cepa C1233. Este comportamiento se
mantuvo en todos los tiempos analizados (Figura 3.2).

Peso fresco

Biomasa fangica (g)
(@]

4
2 %
—e—0z2b C1233
0
0 3 6 9 12 15 18 21

Dias de cultivo

Figura 3.1 Acumulacion de peso fresco durante el ciclo de cultivo in vitro de las cepas de P. fijiensis

C1233 y Oz2b. La determinacion del peso fresco se realizé en un periodo de 21 dias. Las barras
representan la desviacion estandar.
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Figura 3.2 Acumulacion de peso seco durante el ciclo de cultivo in vitro de las cepas de P. fijiensis
C1233 y Oz2b. La determinacién del peso seco se realizé en un periodo de 21 dias. Las barras
representan la desviacion estandar.

El crecimiento poblacional para ambas cepas se calculé siguiendo la metodologia descrita

en la seccion de materiales y métodos a partir de lo cual se obtuvo:
tOZZb = 7.7 dias
tC1233 == 64‘3 diaS

Dados los valores del tiempo de duplicacion del peso fresco, entonces se seleccioné el dia
6 para la cepa C1233 y el dia 8 para la cepa Oz2b para la colecta de los medios de cultivo
a partir de donde se extrajeron las VE’s.

3.2 Aislamiento de VE's mediante el método de ultracentrifugacion

El proceso de aislamiento de las VE s mediante ultracentrifugacion (desde la recuperacion
del medio de cultivo, hasta la recuperacion de las VE’s), requirié de un periodo de tiempo
de ~10 horas por muestra. En el paso final se obtuvieron pequefias pastillas de VE’s, en el

fondo del tubo de centrifuga (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Aspecto visual de las pastillas de VE's después de la centrifugacion final. A) Pastilla de
VE’s aisladas de la cepa C1233, B) Pastillas de VE's aisladas de la cepa Oz2b.

3.3 Cuantificacién de las proteinas contenidas en las VE's

La Tabla 3.1 muestra las cantidades de proteina contenida en las VE's aisladas por
ultracentrifugacion y las aisladas con el paquete comercial (Cell Culture Media Exosome

Purification), asi como en los controles.

Las cantidades de proteina obtenidas en las extracciones realizadas con el paquete
comercial fueron similares a las obtenidas con el medio PDB control, mientras que el
rendimiento fue mucho mayor con el procedimiento de extraccion mediante
ultracentrifugacion (Tabla 3.1). Con base en ello, se decidi6 hacer los andlisis aislando las

VE’s con el método de ultracentrifugacion.
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Tabla 3.1 Cuantificacion de proteina de las diferentes VE’s.

Muestra Concentracion de proteina Proteina total por
en ng/ul extraccion
PDB Control 1.16 £ 0.29 232 ng
C1233 esterilizado por 1.40 280 ng
autoclave
(Ultracentrifugacion)

C1233 Ultracentrifugacion 2.07+£0.18 414 ng
Oz2b Ultracentrifugacion 6.80 £ 0.23 1360 ng
C1233 paquete comercial 1.22 244 ng
0Oz2b paquete comercial 1.53+£0.22 306 ng

3.3 Observacion de VE's en microscopia de contraste de fases

En la Figura 3.4 se muestra un comparativo de microfotografias representativas de las
estructuras recuperadas a partir de medio PDB sin adicion de micelio, y de las VE's
recuperadas de las cepas C1233 (Figura 3.4, panel A) u Oz2b (Figura 3.4 panel B) de P.
fijiensis y analizadas por microscopia de contraste de fase. En la fotografia del medio PDB
control (Figura 3.4, panel C), se observan agregados y estructuras semi esféricas, no
obstante, estas son de un tamafio mayor al reportado para los exosomas y microvesiculas
y Son escasas en nimero en comparacion a las VE’s detectadas en los medios inoculados
con micelio de las cepas de P. fijiensis. En las muestras recuperadas de P. fijiensis se
observa la presencia de estructuras esféricas tipo VE’s cuyo tamafio comprende desde 500

nm de didmetro hasta mas de 1000 nm. Tales estructuras se diferencian facilmente de las

detectadas en el medio de cultivo sin inocular.
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VE's aisladas de la cepa VE's aisladas de la cepa PDB control
C1233 de P fijiensis. Oz2b de P. fijiensis.

Figura 3.4 Micrografias de VE's aisladas y analizadas por microscopia de contraste de fases A)
Cepa C1233, B) Cepa 0Oz2b, C) medio PDB como control negativo.

Las estructuras observadas en este estudio corresponden en forma y tamafio a las
microvesiculas, un tipo de vesiculas extracelulares; poseen un tamafio que va de los 50 a
los 1000 nm (Chen et al., 2018) las cuales ya han sido reportadas en otras especies

fungicas.

Los cuerpos mayores a los 1000 nm pueden corresponder a cuerpos apoptéticos, aunque
tampoco puede descartarse su formacién como consecuencia de la agregacion de cuerpos

de menor tamafo.

3.4 Observaciéon de VE's en microscopia confocal

En la Figura 3.5 se observan distintas fotografias obtenidas con el microscopio confocal
utilizando el colorante Rojo Nilo, el cual al unirse a compuestos lipidicos fluorece. En el
panel A se muestra la sefial que emite el fluoréforo al utilizarlo para tefiir una solucion de 1
mg/ml de manteca de cerdo comercial como control positivo; el panel B corresponde al
PBS, donde no se observa ninguna sefal de fluorescencia. En el caso de las suspensiones
de VE’s (panel C y D) se observa sefial en los agregados méas grandes en ambas cepas.

39



Figura 3.5 Microfotografias de VE’s aisladas de los medios de cultivo de las cepas C1233y Oz2by
tefiidas con Rojo Nilo y detectadas por microscopia confocal. A) Suspensidon de manteca de cerdo,
B) PBS, C) VE’s de la cepa C1233, D) VE's de la cepa Oz2b.

3.5 Observacion de VE's en microscopia electrénica de barrido

En la Figura 3.6 se observan estructuras esféricas obtenidas a partir del medio de cultivo
de la cepa C1233, de diametro entre 580 y 650 nm, parecidas a las VE’s que han reportado

otros autores en sus andlisis de microscopia electronica de barrido (Silva et al., 2014).
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Figura 3.6 Microfotografias de microscopia electrénica de barrido de las VE’s aisladas de la cepa
C1233. A) Poros del filtro control, By C) VE's detectadas en los poros del filtro donde se permearon
y fijaron las VE's de la cepa C1233.

3.6 Andlisis de proteinas por electroforesis SDS-PAGE

La Figura 3.7 muestra un gel de agarosa desnaturalizante de 12 % de poliacrilamida en el
cual se cargaron 80 ng de proteina de cada una de las suspensiones de las VE's obtenidas
de las cepas C1233 u Oz2b. En la fotografia se observa un mayor nimero de bandas en el
carril correspondiente a las VE's de la cepa C1233. Mientras que en el carril
correspondiente a la Oz2b se observan 2 bandas tenues con masas moleculares de 34.2 y
6 KDa.
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Figura 3.7 Perfil proteico de las VE's obtenidas de las cepas C1233 y Oz2b. Las proteinas fueron
analizadas en un gel desnaturalizante de 12 % de poliacrilamida y tefiidas con nitrato de plata, el
carril MW corresponde al marcador de peso molecular, los carriles marcados como VE's C1233 y
VE’s Oz2b fueron cargados con 80 ng de proteinas de VE’s de la cepa correspondiente.

3.7 Medicion de las VE's mediante DLS

Los andlisis de Dispersion de Luz Dinamica (DLS) mediante el NANOTRAC WAVE Il
produjeron la gréfica de la Figura 3.8, en ella se puede observar que no existieron particulas
mayores a 800 nm. Este resultado coincide con las imagenes adquiridas mediante

microscopia.

En la cepa C1233 se observo una poblaciéon de VE’'s que fueron desde los 25 hasta 200
nm aproximadamente. En el caso de la cepa Oz2b la poblacion es mas grande y sus
tamafios van desde 25 nm hasta cerca de 500 nm, con un pico maximo que va de 100 a
350 nm. Los resultados fueron reproducibles para cada muestra, ya que los picos maximos
de dispersion de la luz y la forma de la curva fueron parecidos entre las réplicas de cada

cepa.
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Figura 3.8 Andlisis de Dispersién de Luz Dinamica (DLS) en las cepas C1233 y Oz2b. Los picos
maximos muestran el tamafio de las subpoblaciones de VE’s en la solucién.

3.8 Analisis bioinforméaticos

Se enviaron a secuenciar dos muestras de VE's de cada una de las cepas de P. fijiensis;
al procesar los espectros masa-carga con el programa MaxQuant, se obtuvieron 190

secuencias y 150 secuencias al emplear el programa Proteome Discovered 2.1.

Después de los procesos de filtrado descritos en materiales y métodos, se recuperaron 98
secuencias de proteinas provenientes de las VE's de la cepa C1233 y 71 provenientes de

las VE's de la cepa Oz2b (Tabla de anexos 1y 2).

En el diagrama de Venn se observa que ambas cepas compartieron 39 proteinas mientras
que 59 proteinas fueron especificas para la cepa C1233 y 32 para la cepa Oz2b (Figura
3.9).
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Figura 3.9 Diagrama de Venn que ilustra la distribucién de las proteinas obtenidas en las VE's de
dos cepas de P. fijiensis estudiadas en el presente trabajo.

De las proteinas identificadas en la cepa C1233, 68 tuvieron asignacion GO; mientras que
en las proteinas de la cepa Oz2b se encontraron 44 con asignacion. En contraste, un
namero similar de proteinas en ambas cepas no obtuvieron asignacion GO (30 para la
C1233y 29 para la Oz2b). Las proteinas que contaban con la asignacion GO, se analizaron
en el WEGO a nivel 2 (Tabla 3.2 y Figura 3.10).

Tabla 3.2 Analisis de ontologia de las proteinas secuenciadas a partir de las VE's de dos cepas de
P. fijiensis.

VE's C1233 | VE's Oz2b Total
Genes 98 71 169
Genes anotados 68 44 112
Términos GO Proceso 39 21 60
biol6gico
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45

107
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78
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65

134
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celular
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molecular

Total

Nota: Aunque las secuencias analizadas son de proteinas, el “Gene Ontology” analiza sus

respectivos genes.
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Figura 3.10 Clasificacion de acuerdo al “Gene Ontology” de las proteinas secuenciadas a partir de

las VE's de dos cepas de P. fijiensis.
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La Figura 3.10 muestra los términos mas representativos, observandose una distribucion
similar en los proteomas de ambas cepas. La suma aritmética de anotaciones supera el

namero de proteinas porque una proteina puede tener mas de un término asignado.

En ambos proteomas la familia mas abundante fue “Dominio de unién FAD/NAD(P)”,
seguido de la familia “P-loop que contiene nucleédsido trifosfato hidrolasa” y de la familia
“ATPasa, dominio de union a nucledtidos”. En general, la clasificacién de familias de

proteinas fue similar en ambos proteomas (Figura 3.11 y Figura 3.12).

Otros
(IPR013328) 6-fosfogluconato..
(IPR0O36815) Superfamilia de dominio 14-3-3
(IPR010097) Malato deshidrogenasa, tipo 1
(IPR010255) Superfamilia de peroxidasa hem
(IPR0O08927) Superfamilia de dominio C-..
(IPR016024) Pliegue tipo armadillo
(IPR008922) Dominio no caracterizado, centro..
(IPR001557) L-lactato / malato deshidrogenasa
(IPR011989) Hélice en forma de armadillo
(IPR015955) Lactato deshidrogenasa /..
(IPRO00308) Proteina 14-3-3
(IPR009072) Pliegue de histonas
(IPR029048) Proteina de choque térmico de..
(IPR002347) SDR de deshidrogenasa /..
(IPR029047) Proteina de choque térmico de..
(IPR013126) Familia de proteinas de choque..
(IPR0O13785) Barril TIM tipo aldolasa
(IPR043129) ATPasa, dominio de enlace de..
(IPR027417) P-loop que contiene nucledsido.. |
(IPR036291) Superfamilia de dominio de..

Familia InterPro Scan

20 40 60 80 100 120 140 160
Numero de secuencias

Figura 3.11 Distribucién de las secuencias procedentes de las VE's de la cepa C1233 de P.
fijiensis en las familias InterPro.
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Otros

(IPR036815) Superfamilia de dominio 14-3-3

(IPR0O10097) Malato deshidrogenasa, tipo 1
(IPR029048) Proteina de choque térmico de 70..

(IPR016024) Pliegue tipo armadillo
(IPR029047) Proteina de choque térmico de 70..
(IPR013126) Familia de proteinas de choque..

(IPR001557) L-lactato / malato deshidrogenasa
(IPR015955) Lactato deshidrogenasa /...

(IPRO00308) Proteina 14-3-3

(IPR0O29058) Pliegue de hidrolasa alfa / beta

(IPR009072) Pliegue de histonas
(IPR002347) SDR de deshidrogenasa /..
(IPR043129) ATPasa, dominio de enlace de..!
(IPR027417) P-loop que contiene nucleosido..
(IPR036291) Superfamilia de dominio de..!
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Figura 3.12 Distribucion de las secuencias procedentes de las VE’s de la cepa Oz2b de P. fijiensis
en las familias InterPro.

Las proteinas identificadas, se compararon en la base de datos de la comision de enzimas
(CE), esto con el propésito de asignarles los numeros CE. En las VE’s de la cepa C1233
se identificaron 35 secuencias y 21 en las VE's de la cepa Oz2b (Figuras 3.13 y 3.14); en
ambas cepas las principales enzimas representadas fueron las oxido-reductasas, seguidas
de las hidrolasas y las transferasas. En el caso de la cepa C1233, las transferasas y las
hidrolasas estuvieron representadas por igual nimero de secuencias. También se
encontraron liasas, isomerasas y ligasas en ambas cepas y con una distribucién similar. Se
encontraron 4 translocasas en el proteoma de las VE's de la cepa C1233 que en la cepa
0z2b, siendo 4 las identificadas en la cepa C1233 y solamente una para la cepa Oz2b,
aungue lo anterior puede deberse al menor nimero de proteinas secuenciadas en la cepa
0Oz2b. Es decir, existe la posibilidad de que sea un resultado sesgado, porque el proteoma
de la cepa Oz2b tuvo algunas dificultades.
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Distribucion de los Numeros CE de las
enzimas de la cepa C1233

4

m Oxidoreductasas

2
m Transferasas
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B |somerasas

m Ligasas

® Translocasas 6

Figura 3.13 Clasificacion del proteoma de las VE's de la cepa C1233 de P. fijiensis con base en la
identificacion obtenida a partir de la base de datos ENZYME.

Distribucion de los Numeros CE de las
enzimas de la cepa Oz2b

1 1
= Oxidoreductasas 1
= Transferasas 7
= Hidrolasas 2
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= [somerasas b
6 3

= Ligasas
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Figura 3.14 Clasificacion del proteoma de las VE’s de la cepa Oz2b de P. fijiensis con base en la
identificacién obtenida a partir de la base de datos ENZYME.
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La determinacién in silico de la presencia de péptido sefial, presencia de anclajes GPl y de
dominios transmembranales en las secuencias obtenidas de las VE’s de las cepas C1233
y Oz2b mostr6 que diecisiete de las 98 secuencias proteicas de la cepa C1233 y diez de
las 71 secuencias de la cepa Oz2b predicen tener péptido sefial de secrecion (Tabla 3.3).
Solamente se encontraron dos secuencias con anclaje GPI, ambas en las secuencias de la
cepa C1233, y el nimero de proteinas transmembranales fue igualmente bajo en ambas
cepas, encontrandose 5 secuencias con dominios transmembranales en la cepa C1233 y

solamente una en el proteoma de las VE’s de la cepa Oz2b.

Tabla 3.3 Caracteristicas predichas mediante analisis bioinformético en las secuencias de proteinas
de las VE's de las cepas C1233 y Oz2bh.

Cepa Total Péptido Anclajes GPI Proteinas
sefial (PredGPI) transmembranales
(TMHMM)
VE's C1233 98 16 2 5
VE’'s Oz2b 71 10 0 1

3.8.1 Busqueda de candidatos a efectores

Debido a que ambas cepas son patogénicas y difieren en virulencia, se realiz6 la busqueda
de posibles efectores en los proteomas de las VE's, esto para explorar si estas estructuras
estan involucradas en la secrecion de efectores. En la Tabla 3.4 se muestra el nUmero de
secuencias que mediante diferentes programas bioinforméticos cumplieron los criterios de
identificacion de efectores en ambas cepas de P. fijiensis. Como efectores putativos, se
obtuvieron 25 secuencias en las VE’s de la cepa C1233 y 16 en las VE's de la cepa Oz2b.

Los resultados de los analisis bioinformaticos se pueden consultar en la Tabla de anexos 3

y 4.
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Tabla 3.4 Prediccion de efectores en las secuencias proteicas identificadas en las VE's de P.
fijiensis.

Cepa Sin dominios | <300 229%C | EffectorP | EffectorP | EffHunter
transmembra aa 1.0 2.0
nales
C1233 93 50 17 31 26 5
0z2b 71 30 16 19 17 4

A partir de los candidatos a efectores identificados, se realizé una basqueda de homadlogos
en la base de datos de PHI. En las Tablas 3.5 y 3.6 se muestran los candidatos a efectores
encontrados en la cepa C1233 y Oz2b respectivamente; ademas se muestra el puntaje
obtenido y los dominios InterPro Scan identificados. Diez (10) de los candidatos a efectores
fueron comunes en ambas cepas, 15 candidatos fueron especificos de la cepa C1233 y 6
de la cepa Oz2b.

Tabla 3.5 Caracteristicas de los probables efectores identificados en las VE's de la cepa C1233 de
P. fijiensis.

Nombre de la _ Dominios
# ID i Puntaje PHI-Blast
proteina InterProScan
_ 57.67 % de
Hce2 domain- _ .
M2Z6V3 o identidad con Ecp2 effector
1 containing 6 )
_PSEFD ] Pseudomonas protein
protein
fulva ecp2

M3AQ60 | Uncharacterized

2 , 5 - -
_PSEFD protein
] YjgF/YERO57¢c/UK1
M3B1TO | Uncharacterized _ _
3 _ 5 - 14 family | RidA
_PSEFD protein ]
family
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77.86 % de _
) _ _ Short-chain
M2YI1X0_ | Uncharacterized identidad con
4 _ _ dehydrogenase/red
PSEFD protein Alternaria
uctase SDR
alternata BRM2
. M3AI15 | Uncharacterized Ribosomal protein
PSEFD protein S9
5 N1Q872 | Uncharacterized
_PSEFD protein
_ CAP domain |
SCP domain- _ _
M3ARY7 o Cysteine-rich
7 containing - )
_PSEFD ] secretory protein-
protein
related
75.19 % de _
) ) Short-chain
M3B2C2 | Uncharacterized identidad con
8 _ dehydrogenase/red
_PSEFD protein Parastagonospor
uctase SDR
a nodorum Mdh1
56.54 % de
) identidad con Short-chain
M2Z8L2 | Uncharacterized o
9 _ Sclerotinia dehydrogenase/red
_PSEFD protein )
sclerotiorum uctase SDR
THR1
Nucleoside 42.22 % de .
_ _ _ Nucleoside
M3AXI2_ diphosphate identidad con _
10 _ diphosphate
PSEFD kinase (EC Pseudomonas _ . _
_ kinase-like domain
2.7.4.6) aeruginosa Ndk
1 M3B5A0 Superoxide 4 80.52 % de Superoxide
_PSEFD | dismutase [Cu- identidad con dismutase,
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Zn] (EC

Botrytis cinerea

copper/zinc binding

1.15.1.1) BcSOD1 domain
Triosephosphat _
M2Z7G1 _ Triosephosphate
12 e isomerase -
_PSEFD isomerase
(EC 5.3.1.1)
13 M3AW?28 | Uncharacterized
_PSEFD protein
Peptidyl-prolyl
Cyclophilin-type
cis-trans 69.52 % de Y _ P yp.
M3B255 _ _ _ peptidyl-prolyl cis-
14 isomerase identidad con B. _
_PSEFD _ trans isomerase
(PPlase) (EC cinerea BCP1 _
domain
5.2.1.8)
N1QCW _ Ribosomal protein
Ribosomal _
15 | 5_PSEF _ - L1/ribosomal
protein _ ) )
D biogenesis protein
16 M2ZCN1 | Uncharacterized Ribosomal protein
_PSEFD protein S11
Snoal-like
M3ASW _
domain- ] _
17 | 8_PSEF o - Snoal-like domain
containing
D :
protein
Ribosomal protein
L11, N-terminal |
18 M3A4NO | Uncharacterized Ribosomal protein
_PSEFD protein L11/L12 |

Ribosomal protein
L11, C-terminal
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Peroxiredoxin, C-

Thioredoxin 80.09 % de terminal | Alkyl
19 N1Q8N6 domain- identidad con hydroperoxide
_PSEFD containing Magnaporthe reductase subunit
protein oryzae MoPRX1 C/ Thiol specific
antioxidant
Abhydrolase 2 _
_ Phospholipase/carb
N1Q871 domain- _
20 o - oxylesterase/thioest
_PSEFD containing
_ erase
protein
Uncharacterized
M2ZQ86 .
21 protein - -
_PSEFD
(Fragment)
- M3A269 | Uncharacterized GroES chaperonin
_PSEFD protein family
SBDS domain- Ribosome
M3ADLO o _ _
23 containing - maturation protein
_PSEFD _ .
protein SBDS, N-terminal
Flavodoxin-like NADPH-dependent
_ 68.16 % de )
M3API1_ domain- . _ FMN reductase-like
24 o identidad con M. _
PSEFD containing | Flavoprotein
] oryzae MoYcp4 ]
protein WrbA-like
ATP synthase
N1Q8R7 _ ATPase,
25 subunit 5, - ,
_PSEFD OSCP/delta subunit

mitochondrial
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Tabla 3.6 Caracteristicas de los probables efectores identificados en las VE's de la cepa Oz2b de

P. fijiensis.
# ID Nombre dela | Puntaje PHI-Blast Dominios
proteina InterProScan
1 | M2Z6V3 | Hce2 domain- 6 57.67 % de Ecp2 effector
_PSEFD containing identidad con P. protein
protein fulva ecp2
2 | M3ARY7 SCP domain- 5 - CAP domain |
_PSEFD containing Cysteine-rich
protein secretory protein-
related
3 | N1Q872 | Uncharacterized 5 - -
PSEFD protein
4 | M3B081 | Uncharacterized 5 60.71 % de Cerato-platanin
_PSEFD protein identidad con P.
(Fragment) nodorum SP1
5 | M2YZz45 | Uncharacterized 5 - -
_PSEFD protein
6 | M2YIX0_ | Uncharacterized 5 77.86 % de Short-chain
PSEFD protein identidad con A. | dehydrogenase/red
alternata BRM2 uctase SDR
7 | M3A269 | Uncharacterized 4 - GroES chaperonin
_PSEFD protein family
8 | M3ADLO | SBDS domain- 4 - Ribosome
_PSEFD containing maturation protein
protein SBDS, N-terminal
9 | M2ZQ86 | Uncharacterized 4 - -
_PSEFD protein
(Fragment)
10 | M2YTF6 | Uncharacterized 4 - Protein of unknown
_PSEFD protein function DUF1993
11 | M3AW28 | Uncharacterized 4 - -
PSEFD protein
12 | M3B255 Peptidyl-prolyl 4 69.52 % de Cyclophilin-type
_PSEFD cis-trans identidad con B. peptidyl-prolyl cis-
isomerase cinerea BCP1
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(PPlase) (EC trans isomerase
5.2.1.8) domain
13 | M3AMG | Uncharacterized - -
3 PSEF protein
D
14 | M3B2C2 | Uncharacterized 75.19 % de Short-chain
_PSEFD protein identidad con P. | dehydrogenase/red
nodorum Mdhl uctase SDR
15 | N1QB11 | zf-Tim10_DDP 4 - Tim10-like
_PSEFD domain-
containing
protein
16 | M2YR57 | Uncharacterized 4 - -
_PSEFD protein

3.8.1.1 Candidatos a efectores exclusivos de las VE's de la cepa C1233

De los candidatos a efectores encontrados exclusivamente en C1233, 5 (M3AQ60,
M3B1TO0, M3AI15, M2ZCN1 Y M3A4NO) corresponden a proteinas no caracterizadas, no
presentaron homologia con ninguna proteina de la base de datos PHI. Con base en el
analisis de BLASTP, la proteina M3AQ60_PSEFD también se encuentra presente en P.
musae y P. eumusae; sin embargo, su funcién es desconocida. De manera similar,
M3B1TO_PSEFD cuenta con homoélogos en P. fuligena, P. musae y P. eumusae. La
proteina M3AI15 PSEFD tiene homdlogos en P. fuligena y P. musae. La proteina M2ZCN1
tiene una proteina homdloga Unicamente en P. musae, mientras que para la proteina

M3A4NO se encontrd Gnicamente un homologo en P. eumusae.

La proteina M2Z8L2 también esta clasificada como una proteina no caracterizada en P.
fijiensis pero presentd un 56.54 % de identidad con la proteina THR1 de Sclerotinia
sclerotiorum, la cual es una trihidroxinaftaleno reductasa que participa en la ruta de
biosintesis de pentacétidos, a través de la cual la melanina DHN se produce, y su actividad

parece estar involucrada en la maduracion del esclerocio (Liang et al., 2018).

La proteina M3AXI2_PSEFD fue clasificada como nucledsido difosfato quinasa, y presento

un 42.22 % de identidad con la proteina Ndk de P. aeruginosa. La proteina Ndk es secretada
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al exterior de P. aeruginosa y se ha demostrado que es importante en la patogenicidad y
regulacién de rutas asociadas a la virulencia bacteriana, como la sintesis de ADN/ARN,
division celular y sintesis de alginato (Sundin et al., 1996); en un trabajo mas reciente se
descubrioé que Ndk es capaz de regular la virulencia a través de la percepcién de moléculas

asociadas a quorum sensing en el hospedero (Yu et al., 2016).

La proteina M3B5A0_PSEFD tiene 80.52 % de identidad con la proteina BcSOD1 de Botritis
cinerea, la cual contribuye a la virulencia del patégeno mediante la produccion de especies
reactivas de oxigeno, cabe mencionar que B. cinerea es un hongo necrotréfico, por lo que

es capaz de alimentarse del tejido muerto (Rolke et al., 2004).

La proteina N1Q8N6_PSEFD present6 alta identidad (80.09 %) con la proteina MoPRX1
de M. oryzae, la cual estd involucrada en el desarrollo fingico y la desintoxicacion del
estallido oxidativo (Mir et al., 2015).

N1Q871 PSEFD tiene un 35.40 % de identidad con la proteina XC_0646 de la bacteria X.
campestris, pero no se sabe si ésta afecta la virulencia de la bacteria (O"Connell et al.,
2013). Tanto en XC_0646 como en N1Q871 PSEFD se identificd la presencia del dominio

de carboxil transferasa.

M3API1_PSEFD presentd un 68.16 % de identidad con el factor de transcripcion MoYcp4
de M. oryzae, el cual se ha reportado necesario para la patogenicidad en dicho hongo,

ademas de estar involucrado en su crecimiento y conidiogénesis (Chen et al., 2017).

Hubo un grupo de candidatos a efectores en los que no se identificaron homdélogos en la
base de datos PHI, pero si fue posible relacionarles algin dominio. En la proteina
M2Z7G1_PSEFD se identificé un dominio de Triosa fosfato isomerasa, por lo que puede
estar involucrada en la degradacién de carbohidratos; en NIQCW5_PSEFD se identificé el
dominio: Proteina ribosémica L1y Proteina de biogénesis ribosomica; en M3BASW8_PSEFD
se predijo un dominio Snoal; y en N1Q8R7_PSEFD se identific6 el dominio de
ATPase_OSCP/dsu.
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3.8.1.2 Candidatos a efectores exclusivos de las VE's de la cepa Oz2b

La proteina M3B081 PSEFD obtuvo un 60.71 % de identidad con la proteina SP1 de
Phaeosphaeria nodorum, la cual es una proteasa extracelular involucrada en la degradacion
de la pared celular del hospedero (Carlile et al., 2000). En una mutante de P. nodorum en
la cual se elimind el gen que codifica a SP1 no se afectd la patogenicidad, pero se observo
50 % de reduccion de la actividad total de proteasa alcalina (Bindschedler et al., 2003). Por
otra parte, también se identific6 el dominio de Ceratoplatanina; estas proteinas pueden
actuar como inductores (elicitores) de la defensa en las plantas, participan en la
remodelacién de la pared celular fungica y pueden actuar como facilitadores de la
penetracion mecénica durante la infeccién en plantas (Baccelli, 2015).

La proteina M2YTF6_PSEFD fue clasificada en la base de datos del Uniprot como “Proteina
no caracterizada”, y el unico dominio encontrado fue “Proteina de funcidon desconocida
DUF1993”, cuenta con homodlogos en P. eumusae, P. fulinea'y P. musae, aunque su funcion
es desconocida. De manera similar, M3AMG3_PSEFD, M2YR57_PSEFD vy
M2YZ45 PSEFD fueron identificadas como proteinas no caracterizadas, pero no fue

posible asignarles ninguna familia y no se encontraron homoélogos en la base de datos PHI.

No se identificaron homdlogos en la base de datos PHI de la proteina N1QB11_ PSEF; sin
embargo, se identificd el dominio Tim10, el cual es un dominio con cuatro residuos de
cisteina conservados que participan en la unién a zinc y suelen estar involucrados en la

importacién de proteinas mitocondriales (Paschen et al., 2000).

3.8.1.3 Candidatos a efectores de las VE's compartidos por ambas cepas

Entre las proteinas comunes de ambas cepas destaca la proteina M2Z6V3_PSEFD, que
presenta 57.67 % de identidad con el efector caracterizado Ecp2, el cual ya ha sido
identificado en P. fijiensis (Noar y Daub, 2016; Burgos-Canul et al., 2019) aunque su funcion

sigue siendo desconocida.

La proteina M2YIX0_PSEFD, no obstante de ser una proteina no caracterizada, tiene 77.86
% de identidad con la proteina BRM2 de Alternaria alternata, la cual es una 1,3,8-
trihidroxinaftaleno reductasa y esta involucrada en la biosintesis de melanina (Kheder et al.,
2012).
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En M3ARY7_PSEFD se identificé el dominio CAP, el cual es parte de una superfamilia con
muchos miembros. Dicho dominio forma un pliegue de tres capas alfa-beta-alfa que se
encuentran en las proteasas (Gibbs et al., 2008). Por otra parte, se identificé la familia de
proteinas secretadas ricas en cisteina, familia a la que también pertenecen las proteinas de
patogénesis vegetal de la familia PR-1, las cuales son sintetizadas durante la infeccién por
patdgenos u otras respuestas relacionadas a estrés (Dixon et al., 1991). Sin embargo, no

se encontraron homadlogos en la base de datos PHI.

La proteina M3B2C2_PSEFD presentd 75.19 % de identidad con la proteina Mdhl de P.
nodorum, la cual es una manitol 2-deshidrogenasa, y participa en el metabolismo del

manitol (Solomon et al., 2006).

La base de datos UniProt propone el nombre “Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase)
(EC 5.2.1.8)" para la secuencia proteica M3B255 PSEFD, en dicha secuencia también se
identificé el dominio peptidil-prolil cis-trans isomerasa de tipo ciclofilina. Dicho dominio
cataliza la isomerizacion cis-trans de enlaces peptidicos imidicos de prolina en
oligopéptidos, acelerando el plegamiento de proteinas ademas de tener otras funciones
similares a las chaperonas (Fischer y Schmid, 1990). También se encontr6 69.52 % de
identidad con la proteina BCP1 de B. cinerea, una ciclofilina A, se ha encontrado importante
en la virulencia, posiblemente en la penetracion de las células de planta o durante el

crecimiento in planta (Viaud et al., 2003).

La proteina M3A269_PSEFD fue clasificada como proteina no caracterizada, y tampoco se
encontraron homologos en la base de datos PHI, aunque si se pudo identificar la familia

chaperonina GroES,

En la secuencia M3ADLO _PSEFD solo fue posible identificar el dominio Ribosome
maturation protein SBDS, N-terminal; los miembros de dicha familia participan en el
metabolismo de ARN (Menne et al., 2007).

Finalmente, en los candidatos M3AW28_PSEFD, M2ZQ86_PSEFD y N1Q872_PSEFD no
se encontraron homologos en la base de datos PHI ni fue posible identificar alguna familia
a la que pertenecieran ni dominio proteico. En los tres casos se identificaron homaélogos en

P. fuligena, P. musa, y P. emusae, los cuales son hongos parientes cercanos de P. fijiensis.
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3.9 Efecto del contenido de las VE's en hojas de banano

Los efectos de la aplicacion de las distintas muestras (VE's y controles) en las hojas de
banano se observan en la Figura 3.15. En todos los puntos inoculados se observaron
pequefias lesiones necroticas, aunque las mayores correspondieron a la aplicacion de PBS
1X; no obstante, las VE's también ocasionaron lesiones que fueron mayores a las
producidas por los controles de corte y agua (Figuras 3.16-3.19).

Enano gigante Calcuta-IV

C1233

Figura 3.15 Fotografias representativas de las hojas de banano, 96 horas después de la infiltracion
con las VE's. Panel A) Hoja de banano cultivar Enano Gigante inoculado con VE's de la cepa C1233,
Panel B) Hoja de banano cultivar Calcuta-1V inoculada con VE’s de la cepa C1233, Panel C) Hoja
de banano cultivar Enano Gigante inoculada con VE's de la cepa Oz2b, Panel D) Planta de banano
cultivar Calcuta-1V inoculada con VE's de la cepa Oz2b.

Las lesiones producidas por las VE’s en las plantas de banano, parecen ser dependientes
de la dosis, debido a que las lesiones fueron mayores al aplicar 200 ng de proteina en
comparacion con las lesiones producidas por la aplicacién de 100 ng. Sin embargo, no se
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puede descartar que este aumento en el tamafio de lesién se deba al incremento del PBS,

amortiguador en el cual se encontraban resuspendidas las VE’s.

En la Figura 3.16, se aprecia que las lesiones producidas por la proteasa fueron menores
incluso que las producidas por el agua, aunque puede deberse a que la lesion producida
con el bisturi antes de la inoculacién sea mayor en el caso del sitio de aplicacién del agua
y la glicol-quitina, como se observa en los tamarfios de lesidn a las cero horas. Sin embargo,
algo similar se puede observar en la Figura 3.17, correspondiente a la inoculacion en el
mismo cultivar, y en el cual la proteasa genera escasa respuesta hipersensible. Las lesiones
ocasionadas por la glicol-quitina incrementaron con el tiempo (Figura 3.16), lo que parece
sugerir que la inoculacién con glicol-quitina produce una rapida respuesta hipersensible, en
Enano Gigante. Esto se basa en el hecho de que durante el periodo de tiempo que
transcurrié desde la inoculacién a la toma de la foto (aproximadamente 40 minutos), ya se
observa una reaccion por parte de la planta. Sin embargo, se deben realizar mas estudios

para corroborar estas observaciones.

Tamafio de lesion en hojas de Enano Gigante
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Figura 3.16 Promedios de los tamafios de lesidn en plantas de Enano Gigante infiltradas con VE's
de la cepa C1233 de P. fijiensis y controles. Las barras representan la desviacion estandar.
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Tamafio de lesidén en hojas de Enano Gigante
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Figura 3.17 Promedios de los tamafios de lesién en plantas de Enano Gigante infiltradas con VE's
de la cepa Oz2b de P. fijiensis y controles. Las barras representan la desviacién estandar.

En las plantas de Calcuta-1V, la reaccion de las hojas fue menor que la producida en las
plantas de Enano gigante, particularmente en las inoculaciones con Glicol-quitina, en las
gue después de 48 horas se observa un tamario de lesién mayor a 0.1 cm? en las plantas
de Enano gigante y en las plantas de la variedad Calcuta-1V apenas superan .05 cm?. Algo

similar ocurrié con la inoculacion de 200 ng de VE’s (Figuras 3.17 y 3.18).

Tamafio de lesién en hojas de Calcutta-1V
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Figura 3.18 Promedios de los tamafios de lesion en plantas de Calcuta-IV infiltradas con VE's de la
cepa C1233 de P. fijiensis y controles. Las barras representan la desviacion estandar.
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Tamafio de lesién en hojas de Calcutta-1V
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Figura 3.19 Promedios de los tamafios de lesién en plantas de Calcuta-IV infiltradas con VE's de la
cepa Oz2b de P. fijiensis y controles. Las barras representan la desviacion estandar.

La comparacién entre el tamafio de la lesion producida por la aplicacién de 200 ng de VE's
(Figura 3.20) mostré diferencias de respuesta entre los cultivares del banano estudiado.
Las lesiones producidas en la variedad Calcuta-IV fueron menores a las producidas en
Enano gigante. Ademas, en las plantas de Calcuta-1V no influy6 la cepa de procedencia de

las VE’s, ya que para ambas cepas el tamafio de lesion fue similar.

Tamafo de lesiéon en hojas de banano ocasionada
por la aplicaciéon de 200 ng de VE's de P. fijiensis
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Figura 3.20 Promedios de los tamafios de lesidn en hojas de banano ocasionada por la aplicacion
de 200 ng de VE’s de P. fijiensis. Las barras representan la desviacién estandar.
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4. CAPITULO IV
DISCUSION

4.1 Determinacién de la cinética de crecimiento de las cepas C1233y Oz2b

Tomando como referencia el peso seco, el crecimiento de la cepa Oz2b fue ligeramente
superior con respecto la cepa C1233; las curvas de crecimiento fueron muy similares
comparadas con las obtenidas por Burgos-Canul et al. (2019), quienes reportaron el
crecimiento de estas mismas cepas durante un periodo de 12 dias.

La determinacioén de la cinética de crecimiento permitié recuperar a las VE's a la mitad de
su fase exponencial de crecimiento y asi reducir la posible contaminacion de las VE's con
cuerpos apoptéticos que pudieran generarse si el tejido se colecta cuando haya un indice
de muerte celular alto (Willms et al., 2016); ademas de prevenir que se detecten proteinas
liberadas como parte de una fuga citoplasmética (Longo et al., 2014). Adicional a lo anterior,
es importante subrayar el hecho de que las VE's son tanto liberadas como incorporadas
por las células, por lo que una concentracion celular alta puede reducir la cantidad de VE's

recuperables a partir del sobrenadante.

4.2 Aislamiento de vesiculas extracelulares mediante ultracentrifugacién o paguete
comercial

La metodologia de aislamiento de vesiculas extracelulares de P. fijiensis mediante
ultracentrifugacion se realizé utilizando una combinacion de las metodologias propuestas
por Kowal et al. (2017) y Silva et al. (2014); se escogieron dichas metodologias debido a
que Silva et al. (2017) realiz6 exitosamente la extraccién de VE's a partir de Alternaria
infectoria, el cual es un hongo filamentoso, como lo es también P. fijiensis, algo destacable
dado que la mayoria de los aislamientos de VE’s fungicas se han realizado con hongos de
tipo levaduriforme (Rodrigues et al., 2017; Albuquerque et al., 2008; Vallejo et al., 2011;
Johansson et al., 2018; lkeda et al., 2018; Bielska et al., 2018; Leone et al., 2018). La
metodologia propuesta por Kowal et al. (2017) al igual que la propuesta por Silva et al.
(2017) emplea pasos de filtracién a través de membranas con tamafio de poro de 0.22 y
0.45 pum respectivamente; en ambas metodologias se realizan un total de seis pasos. Da
Silva propone un primer paso de centrifugacion para la eliminacion de células, seguido de

una filtraciébn a través de una membrana con un tamafio de poro de 0.45 um, la
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concentracion del filtrado con ayuda de un sistema de ultrafiltracion Amicon y una
ultracentrifugacion a 60,000 rpm durante una hora seguido de dos lavados con PBS. Por el
otro lado Kowal propone dos centrifugaciones sucesivas, la primera para eliminar células y
la segunda para la eliminacién de restos celulares, posteriormente plantea una tercera
centrifugacion a 16,000 x g para la eliminacion de agregados y finalmente la filtracion y el
paso final de ultracentrifugacion a 120,000 x g seguido de un solo lavado con PBS 1X. Es
importante notar que la metodologia propuesta por Kowal no incluye el proceso de
concentracion, esto se debe a que dicho protocolo esta optimizado para exosomas
provenientes de células de mamiferos, de las cuales se obtiene una mayor cantidad de

VE’s presumiblemente debido a que no poseen pared celular (Brown et al., 2015).

Al adaptar las metodologias anteriores al aislamiento de VE's de P. fijiensis se realizaron
ajustes de acuerdo a los resultados obtenidos, se probaron distintos tiempos y velocidades
de centrifugacion, se afiadido un paso de filtracién y una centrifugacion después de la
concentracion. Mediante estas modificaciones se logr6 la purificacién exitosa de VE's de P.
fijiensis. Esto se comprobd mediante microscopia y el andlisis de tamafio de las VE's
mediante DLS; con base en los resultados obtenidos, el método implementado para el
aislamiento de VE’s puede posiblemente ser empleado en otros hongos filamentosos.

El aislamiento de VE's utilizando el paquete comercial “Cell Culture Media Exosome
Purification Kit” de la marca Norgen fue infructuoso; esto puede deberse a que el paquete
comercial fue disefiado y optimizado para muestras de células de mamiferos, no para
cultivos de bacterias y hongos. El fabricante recomendé ajustar la muestra a pH 9 antes de
realizar el protocolo, aunque se ajust6 el pH, no se lograron obtener VE's del medio de

cultivo de P. fijiensis.

En lo que respecta al protocolo de aislamiento de VE's por ultracentrifugacion: tras el Gltimo
paso de ultracentrifugacion, se obtuvo una pastilla que corresponde a las VE’s purificadas.
En varios reportes se menciona que la pastilla obtenida suele ser imperceptible para el ojo
humano (Nakai et al., 2016; Kenigsberg et al., 2017), en este trabajo las pastillas de las
VE’s de P. fijiensis fueron de color negro, lo que permite que las pastillas sean visibles. El
color fue més intenso en las VE’s de la cepa Oz2b. Este fenébmeno del color de las VE's
también fue reportado para las VE's de F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Bleackley et al.,

2020), las cuales mostraron un color purpura; vale la pena mencionar que el micelio de F.
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oxysporum es de color purpura, y los autores, mediante un experimento de coprecipitacion,

concluyeron que el pigmento era transportado dentro de las VE's (Bleackley et al., 2020).

En algunas VE's fangicas se ha detectado la presencia de lacasa, una enzima
tradicionalmente asociada a la deposicién de melanina en la pared celular (Eisenman et al.,
2009). En C. albicans se han observado vesiculas emergiendo de células melanizadas,
durante la melanizacion de la pared celular. Las estructuras eran redondas, con una alta
densidad electrénica y con dimensiones similares a las reportadas en este estudio (Walker

et al., 2010), lo que apoya la participacién de las VE's en el proceso de melanizacion.

P. fijiensis es conocido por ser un hongo melanizado, y es muy posible que el pigmento sea
transportado por VE's de manera similar a como ocurre con Fusarium oxysporum. En esta
ocasién, después de la secuenciacion del proteoma de las VE's de P. fijiensis no se

identificéd ninguna lacasa.

4.3 Observaciones mediante microscopia

Durante las observaciones mediante microscopia electrénica de barrido, utilizando el
colorante rojo Nilo se obtuvo una buena tincién de las micelas de manteca de cerdo, aunque
la tincion fue mucho menor en las VE's de P. fijiensis; esto puede deberse a la baja cantidad
de lipidos presentes en las muestras. Otra posible explicacion son las diferencias en la
composicion de lipidos; la manteca de cerdo estd compuesta principalmente de acidos
grasos, los cuales se distribuyen de la siguiente manera: Oleico (~55 %), Palmitico (~21
%), Esteérico (~9.5%), Linoleico (~8.5%) y ~6 % de otros acidos grasos (Porras et al., 2007);
por otro lado, en las VE's flngicas se han identificado principalmente fosfolipidos,
ergosterol y brassicasterol (Cassilly y Reynolds, 2018); ademas la composicion de lipidos
en las VE’s puede variar entre las especies, como ilustra el caso de P. brasiliensis, en el
cual el brassicasterol es el esterol predominante en las VE’s. En otras especies el ergosterol
suele ser el &cido graso mas abundante (Vallejo et al., 2012a). Debido a que los principales
componentes lipidicos de las VE's y de la manteca de cerdo son lipidos polares, las
diferencias en la composicion no parecen ser la razén de la baja sefial emitida por las
muestras de VE’s. El colorante rojo Nilo no fluorece en la gran mayoria de solventes

polares, pero en un ambiente hidrofébico fluorece intensamente (Greenspan et al., 1985),
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por lo que es posible que la cantidad de lipidos presentes en la muestra no sea suficiente

para observar la sefial.

Otros colorantes han mostrado ser eficientes para la tinciéon de VE’s; los colorantes Dil y
DiD-DS han sido eficientes en la tincion de VE's de C. neoformans (Nicola et al., 2009),
ambos colorantes poseen afinidad por la bicapa lipidica, por lo que el uso de un colorante

con mayor especificidad pueda aumentar el numero de VE's observables.

La apariencia de las VE's de P. fijiensis en las imagenes de microscopia confocal fue de
puntos sdlidos y no de un anillo, como se esperaria de una estructura vesicular; sin
embargo, esto es debido a que el diametro de las vesiculas es igual 0 menor a la maxima

resolucion tedrica alcanzada por el microscopio.

La observacion de las VE's mediante microscopia electrénica de barrido también plante6
sus propias dificultades, principalmente durante la etapa de fijado y deshidratacién de las
VE’'s. Durante estos pasos las VE's debian ser sumergidas en soluciones acuosas y los
contenedores disponibles en ese momento tenian un tamafio de poro mayor a 1 um, lo cual
hubiera permitido la fuga de las VE's. La falta de un contenedor adecuado se resolvid
utilizando un microcén YM-10 (Millipore), el cual cuenta con un filtro de corte de 10 kDa; el
microcén se sellé con dos capas de membrana de didlisis de tamafio de corte de 3.5 kDa.
Debido a que durante la concentracion de las VE’s se utilizé un filtro de 100 kDa, las VE's
recuperadas deberian de ser superiores a dicho tamafio, por lo que no habia riesgo de

pérdida de VE’s al usar el microcén y la membrana.

Las imagenes de microscopia electrénica de barrido de las VE's no mostraron esferas
perfectas; no obstante, este mismo fendmeno ha sido reportado por varios autores
(Giardina et al., 2014, Bleackley et al., 2020) y se debe al proceso de fijacion y
deshidratacion de las VE’s, por lo que su morfologia suele ser en forma de “rosetas” y

semiesféricas con los bordes ondulados.

4.4 Medicion del tamario de las VE's mediante DLS

Los reportes de los tamafios de VE’s fungicas obtenidas mediante DLS en este estudio,
son similares a los observados en la Tabla 4.1; ademas en varias especies flngicas se

observan dos subpoblaciones, las cuales corresponden a los exosomas y microvesiculas.
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En el caso de las VE’s de P. fijiensis no se observan claramente estas dos subpoblaciones,
esto pudo deberse a la fusién o a la agregaciéon de las VE's durante su almacenamiento;
no obstante, su tamafio quedo dentro del rango de tamafio descrito para poblaciones de
VE’'s de diferentes especies fungicas. En la Tabla 4.1 también se puede observar que los
tamafios de las VE’s son variables, incluso en una misma especie, existiendo rangos que
van desde los 200 a los 1000 nm como en el caso de C. albicans; el tamafo de las VE's de

P. fijiensis se ubica dentro del rango reportado para las VE's fangicas.

Tabla 4.1 Tamafio de las VE’s flngicas estimado mediante DLS.

Especie Tamafo de VE's estimado mediante DLS

Cryptococcus neoformans 10 a 150 nm y 400 a 1000 nm
40a 80y 120 a 230 nm

20a120y 200 a 400 nm

Histoplasma capsulatum 40a 60 nmy 170 a 250 nm

Candida albicans 50 a 100 nmy 350 a 850 nm

30 a 200 nmy 200 a 1000 nm

Alternaria infectoria 50 a 100 nm

Pseudocercospora fijiensis 25a 250 nmy 25 a500nm

Modificado de Bielska et al. (2019), excepto P. fijiensis que corresponde al presente estudio.

4.5 Andlisis bioinformético de los proteomas de las VE's aisladas a partir de las cepas
C1233 u Oz2b

Combinando los proteomas de las VE's de ambas cepas, se obtuvieron un total de 130
distintas secuencias proteicas; para otras especies de hongos, el nimero de proteinas
encontradas va desde los 20, en el caso de A. infectoria (Silva et al., 2014); hasta 2439
para Malassezia sympodialis (Johansson et al., 2018). Los dos reportes més recientes de
VE’s de hongos con identificacion de proteinas corresponden a A. fumigatus (Souza et al.,

2019), en el cual se encontraron 60 secuencias peptidicas; y a F. oxysporum f. sp.
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vasinfectum (Bleackley et al., 2020), con un reporte de 482 proteinas identificadas. Las 130
proteinas identificadas en este trabajo proporcionan una buena fuente de informacién para

estudiar el fendmeno de las VE's en P. fijiensis, asi como de su contenido proteico.

El 30 % del total de las proteinas identificadas fue comin entre ambas cepas, y las
clasificaciones en la Ontologia de Genes, la distribucion de las familias proteicas, y la
asignacién de cdadigos enzimaticos fueron similares para los proteomas de las VE's de
C1233 y Oz2h, a pesar que una cepa es mas virulenta que la otra (Burgos-Canul et al.,
2019). Esto se puede deber al bajo rendimiento de proteinas de las VE’s, por lo que es
posible que las proteinas identificadas sean las mayoritarias y no el proteoma completo de
las VE’s de estas cepas; por otro lado, ambas cepas son patogénicas asi que pudiera ser
que se transporten proteinas similares en ambas cepas. No se puede descartar que, al
haber tenido problemas en la secuenciacién, se enmascaré o perdi6 informacién valiosa de
Oz2b y que ello evitd que se detectara su proteoma diferencial y con ello se pudiera
entender por qué la cepa es mas virulenta. Al igual que en el trabajo de Burgos-Canul et al.
(2019), la cepa Oz2b presenté un menor numero de proteinas, lo que sugiere que, al menos
en parte, su virulencia puede estar relacionada con la mayor expresion de proteinas

particulares y no con el nimero de diferentes proteinas presentes en sus VE's.

Por otro lado, la similitud de resultados en los proteomas encontrados en el presente trabajo
puede deberse a que ambas cepas se colectaron en momentos fisiolégicos similares (en el
mismo punto de crecimiento). En el caso de Burgos-Canul et al., (2019) las muestras se
colectaron en el mismo dia de cultivo, sin embargo, las cepas C1233y Oz2b tienen diferente
velocidad de crecimiento, por lo que posiblemente se encontraban en diferentes estados
fisiologicos. Eso permitid en ese otro reporte observar diferencias en la estructura de la
pared, en los proteomas y encontrar proteinas diferenciales probablemente relacionadas

con la virulencia de P. fijiensis.

El haber colectado las cepas en el mismo estadio fisiolégico en el presente trabajo también
puede explicar la igualdad de proteinas y los resultados similares obtenidos en las pruebas
de infiltracion de las hojas de banano en plantas completas. A pesar que los resultados no
permitieron discernir la razén de la mayor virulencia de Oz2b, el proteoma obtenido en las

VE’s se confirma por su similitud con el de C1233, a pesar de las dificultades técnicas que
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se tuvieron. Se requiere mayor nimero de muestras y mayor cantidad de proteina para

lograr resultados bioinformaticos estadisticamente robustos.

La comparacion de las proteinas vesiculares identificadas aqui y las proteinas reportadas
en el proteoma de la pared celular (Burgos-Canul et al., 2019) revela algunas proteinas
compartidas (Figura 4.2). En particular, 8 proteinas se encuentran presentes en los 3
proteomas. Y solo dos de ellas cuentan con péptido sefial de secrecion, M3A6K9 (Médulo
de unién a carbohidratos) y M2ZZY5 (glucésido hidrolasa). Es importante notar la presencia
de una histona H2B (M2ZZM8) en los tres proteomas, una proteina que fue mencionada
por Burgos-Canul et al. (2019) como atipica; es ese trabajo especularon que su localizacion
en la pared celular puede deberse al transporte a través de VE's, como se demuestra en el
presente trabajo. Tres de las proteinas compartidas estan clasificadas como parte del
metabolismo de carbohidratos y no poseen péptido sefial de secrecion, entre ellas dos
proteinas malato deshidrogenasa (M2YWQ3 y M3A4J1), y una gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (M2Z8T3). También se identificd una glutamina sintetasa (M22085) como
parte del proteoma compartido. Solo uno de los candidatos a efectores fue encontrado
también en el proteoma de la pared celular, la proteina M3B255 (peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase (PPlase)).
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Pared Celular VE's C1233

VE's Oz2b

Figura 4.2 Comparacion de las secuencias proteicas compartidas entre las VE's de dos cepas de
P. fijiensis y el proteoma de la pared celular de la misma especie.

El reducido niumero de proteinas con péptido sefial en los proteomas de las VE's de P.
fijiensis resalta la naturaleza de secrecién no candnica de proteinas en las VE's. Ademas,
en los proteomas de las VE's se encontr6 un namero importante de candidatos de
efectores, lo que es consistente con el rol de las VE's en la patogénesis y congruente con
el nombre de “bolsas de virulencia” que en algunos trabajos se les ha dado (Rodrigues et
al., 2008b, Brauer et al., 2020).

Se encontraron diez candidatos a efectores comunes entre ambos proteomas, entre ellos
el efector Ecp2, homoélogo a la proteina de Cladosporium fulvum (De Kock et al., 2004),
anteriormente fue descrito como un efector secretado (Escobar-Tovar et al., 2015), sin
embargo, es la primera vez que se identifica que es transportado al exterior por medio de
las VE's. Es importante resaltar que éste es el primer trabajo que muestra que las VE’s son

un medio de transporte de proteinas efectoras.
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Burgos-Canul et al. (2019) identificaron en la pared celular de P fijiensis a los efectores
PfAvrd y PfEcp6, pero no reportaron al efector PfEcp2. Curiosamente en este caso se
observé a PfEcp2 pero no a PfAvrd y PfEcp6, lo que sugiere que estos efectores siguen

diferentes rutas en su secrecion.

Entre los candidatos a efectores encontrados en la cepa Oz2b destaca la proteina
M3B081_ PSEFD, que obtuvo 5 de 6 puntos posibles para calificar como efector, debido a
que se pudo identificar un homadlogo en la base de datos PHI y que posee un dominio de
Ceratoplatanina, el cual esta involucrado en la interaccion planta-patégeno. Ademas, fue el
unico candidato de Oz2b en el que fue posible obtener informacion de la literatura cientifica,
ya que el resto de candidatos Unicos se encuentran como proteinas no caracterizadas y no
fue posible identificar homélogos en la base de datos PHI. Por lo que hacen falta mas

estudios para entender las bases de la mayor virulencia que presenta la cepa Oz2b.

4.6 Efecto de lainoculacion de las VE's en hojas de plantas de banano

El amortiguador PBS fue la solucién que ocasion6 la mayor respuesta en los dos cultivares
de banano utilizados en el presente trabajo; este resultado puede deberse a la presencia
de sodio y potasio en el amortiguador, el cual se encuentra en forma de NaCl (137 mM) y
KCI (2.7 mM); se conoce que tanto sodio, cloro y potasio son iones esenciales en el
potencial de membrana celular pero particularmente en las células vegetales. Es posible
gue al aplicar el PBS en solucién 1X sin diluir, la concentracién de Na?*, K*y CI- fuera mayor

a la concentracion intracelular y facilitara la muerte celular (Schroeder et al., 2015).

La mayor respuesta a la infiltracion de VE’s ocurrié en las plantas de Enano gigante, sin
embargo, Mufioz-Pérez (2018) y Chuc-Uc et al. (2011) han reportado que la infiltracion de
proteinas de P. fijiensis en hojas de banano, Enano gigante, muestra menor respuesta en
comparacion a una variedad silvestre o al cultivar Calcuta-1V; lo contrario ocurrié en el
experimento realizado en este trabajo; para explicar lo anterior hay que tomar en cuenta
gue la infiltracion se realizé con VE's, las cuales estan envueltas en una bicapa lipidica, por
lo que la proteina no interacciona directamente con la planta. Ademas, en el reporte de
Chuc-Uc et al., (2011), se utilizaron 20 pg de proteina, una cantidad mucho mayor a los 100
y 200 ng empleados en el presente trabajo; y en el reporte de Mufoz-Pérez (2018) se

emplearon 150 y 300 ng de la proteina PfAvr4-M electroeluida (proteina purificada y
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renaturalizada para recuperar su actividad biolégica), por lo que al ser una proteina
enriguecida en la muestra, estaba mas concentrada y pudo disparar la respuesta
hipersensible, mientras que los efectores en las VE's se encuentran diluidos en mezclas

complejas con otras proteinas, como mostré la secuenciacion.

Por otro lado, la respuesta hipersensible del cultivar Calcuta-IV ha sido atribuida a la
presencia en el hospedero de proteinas R aun desconocidas (Mufioz-Pérez, 2018), y como
se menciond anteriormente, las proteinas de las VE's forman una mezcla compleja y se
encuentran en pequefas cantidades, por lo que es posible que las cantidades empleadas

no hayan sido suficientes para disparar la inmunidad activada por efectores.

Aunque la aplicacién de VE's en las hojas de banano ocasioné lesiones necréticas, no se
puede descartar que las lesiones hayan sido producidas por la presencia del amortiguador
PBS, esto debido a que, por un error metodoldgico, la cantidad de PBS aplicada durante la
infiltracién fue ~4 veces mayor a la cantidad en la cual se encontraban resuspendidas las
VE's, por lo que se necesita més investigacion en cuanto al efecto de la aplicacion de VE's
en plantas.

En resumen, este trabajo contribuye a ampliar el conocimiento que tenemos de P. fijiensis
y Su patogénesis, pero también en sentido mas amplio a entender la biologia de los hongos
en general, y de los patégenos en particular. Nuestros datos apoyan que las proteinas
atipicas encontradas en la pared celular reportadas por Burgos-Canul et al., (2019) no son
producto de la contaminacion, sino que son secretadas mediante VE's. Las proximas

investigaciones deberan enfocarse a elucidar el papel de tales proteinas en el exterior.

Las VE's han recibido el nombre de “bolsas de virulencia”, y su contenido se ha asociado
con factores de patogenicidad y factores de virulencia, pero este trabajo es el primero en
evidenciar que las VE's son un medio de transporte al exterior de algunos efectores
fungicos. Esto es un hallazgo importante en el area de la efectorébmica y abre una nueva

ruta de investigacion.
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CAPITULO V

5. CAPITULO V
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

Se estandariz6 un protocolo para el aislamiento de las VE's provenientes de P. fijiensis.

Las micrografias obtenidas mediante microscopia electronica de barrido y microscopia de
contraste de fases muestran estructuras esféricas con tamafios congruentes con los
reportados para las VE’s, lo que apoya que si se obtuvieron VE's de P. fijiensis. La tincion
realizada con rojo Nilo (el cual es un colorante fluorescente en ambientes hidrofébicos) tifio
las estructuras, y se comprobé la presencia de proteinas mediante su cuantificacion y
tincion con nitrato de plata. Adicionalmente, el tamafio de las estructuras determinado
mediante DLS concuerda con el tamafio reportado por otros autores que han aislado
exitosamente VE’'s fldngicas; los resultados obtenidos apoyan a que efectivamente P.
fijiensis produce y secreta VE's.

Se encontr6 que las VE’s participan en el transporte de algunos efectores flngicos.

Los hallazgos de este trabajo con respecto a la secrecion de proteinas por vias no
canonicas muestran que este es un mecanismo frecuente y paralelo al de la secrecion

clasica para ubicar proteinas en el exterior de las células de P. fijiensis.

5.2 Perspectivas

Caracterizar mas profundamente las VE's de P. fijiensis en su compaosicién y sus cargos,
por ejemplo, si contienen RNAs, como ocurre en otras especies fangicas; éstos también
pueden actuar como factores de virulencia, por lo que se debe explorar su presencia en las
VE’s.

Profundizar el papel de las VE's en el transporte de efectores, asi como en su composicion
lipidica y en su funciébn como ruta alterna de secrecion proteica y en particular de efectores

involucrados en la virulencia de P. fijiensis.

Analizar la funcion de las proteinas atipicas, en la biogénesis y la reestructuracion de la

pared celular, y en otras funciones de la célula fungica.
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Anexo 1 Proteinas identificadas en las VE's de la cepa C1233 de P. fijiensis.

# ID Nombre de la proteina #AA
1 M2YIX0 PSEFD Uncharacterized protein 267
2 M2YR86_PSEFD | 2-phosphoglycerate dehydratase (EC 4.2.1.11) 437
(Enolase)
3 M2YRA[£)1_PSEF Uncharacterized protein 633
4 M2YUX2_PSEF Uncharacterized protein 270
D
5 M2YW74_PSEF Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (EC 512
D 1.1.1.49)
6 M2YWQ[;3_PSEF Malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37) 331
7 M2YY93 PSEFD 14 3 3 domain-containing protein 265
8 M2Z085 PSEFD Glutamine synthetase (EC 6.3.1.2) 382
9 M2Z72S2 PSEFD Uncharacterized protein 884
10 | M2Z5N8_PSEFD Glycoside hydrolase family 55 protein 772
11 M2Z6V3 PSEFD Hce2 domain-containing protein 161
12 M2Z7E9 PSEFD Uncharacterized protein 188
13 | M2Z7G1 PSEFD Triosephosphate isomerase (EC 5.3.1.1) 247
14 M2Z7T5 PSEFD GYF domain-containing protein 1514
15 M2Z7X3 PSEFD MFS domain-containing protein 525
16 M2Z8L2 PSEFD Uncharacterized protein 272
17 M2Z8T3_PSEFD | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 338
(EC 1.2.1.12)
18 M2Z9P2 PSEFD Uncharacterized protein (Fragment) 480
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19 MZZCNS_PSEF Uncharacterized protein 150
20 M2ZFI7 _PSEFD Glycoside hydrolase family 32 protein 660
21 M2ZL88 PSEFD Mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase (EC 383
1.1.1.17)
22 M2ZLF3 PSEFD 14 3 3 domain-containing protein 270
23 | M2ZPD9_ PSEFD Ribosomal_L18e/L15P domain-containing 178
protein (Fragment)
24 M2ZP15 PSEFD Histone H3 136
25 | M2ZPV3_PSEFD 6-phosphogluconate dehydrogenase, 494
decarboxylating (EC 1.1.1.44)
26 | M2ZQ86 PSEFD Uncharacterized protein (Fragment) 168
27 | M2ZRP1 PSEFD Uncharacterized protein 306
28 | M2ZSY8 PSEFD Uncharacterized protein 666
29 MZZUWDS_PSEF FAA_hydrolase domain-containing protein 294
30 | M2ZXA8 PSEFD Uncharacterized protein 150
31 M2ZZM8_PSEF Histone H2B 139
D
32 M2ZZY5 PSEFD Glycoside hydrolase family 17 protein 373
33 M3A047_PSEFD Transaldolase (EC 2.2.1.2) 324
34 M3A117 PSEFD CRAL-TRIO domain-containing protein 347
35 M3A269 PSEFD Uncharacterized protein 104
36 M3A2T6 PSEFD Uncharacterized protein 558
37 M3A2X2 PSEFD Uncharacterized protein 218
38 M3A440 PSEFD Uncharacterized protein 454
39 M3A4J1 PSEFD Malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37) 344
40 M3A4NO PSEFD Uncharacterized protein 165
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41 M3A4Z1 PSEFD ACB domain-containing protein 91
42 M3A6K9 PSEFD | Carbohydrate-binding module family 50 protein 413
43 M3A9A8 PSEFD Tyrosinase (EC 1.14.18.1) 810
44 | MSADLO _PSEFD SBDS domain-containing protein 113
45 M3AE59 PSEFD G protein beta subunit 316
46 M3AFF1 PSEFD Uncharacterized protein 587
47 M3AH24 PSEFD Tyrosinase (EC 1.14.18.1) 637
48 M3AI15 PSEFD Uncharacterized protein 143
49 | M3AJM2 PSEFD Uncharacterized protein 255
50 M3AKW2_PSEF Carrier domain-containing protein 2309
D
51 M3ALM[S)3_PSEF Uncharacterized protein 519
52 M3ALX0 PSEFD Uncharacterized protein 431
53 M3AMX2_PSEF | ABC transporter, ABC-F family, GCN-EF3 type 1059
D
54 | M3AN16 PSEFD Kinesin motor domain-containing protein 1663
55 M3AP42_PSEFD | Fructose-bisphosphate aldolase (FBP aldolase) 359
(EC 4.1.2.13)
56 M3API1 _PSEFD Flavodoxin-like domain-containing protein 205
57 | M3APK2 PSEFD Uncharacterized protein 76
58 | M3AQ45 PSEFD Uncharacterized protein 265
59 | M3AQ60 PSEFD Uncharacterized protein 150
60 | M3AR39 PSEFD 40S ribosomal protein S4 262
61 M3ARW7_PSEF Uncharacterized protein 679
D
62 M3ARY7_PSEF SCP domain-containing protein 254

D
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63 M3ASWD8_PSEF Snoal-like domain-containing protein 150
64 M3AT95 PSEFD Uncharacterized protein 326
65 | M3ATS3_PSEFD Catalase-peroxidase (CP) (EC 1.11.1.21) 743
(Peroxidase/catalase)

66 M3AV10 PSEFD Histone H4 (Fragment) 89

67 M3AW2§_PSEF Uncharacterized protein 185
68 M3AXI2 _PSEFD Nucleoside diphosphate kinase (EC 2.7.4.6) 153
69 M3B1TO PSEFD Uncharacterized protein 126
70 M3B255_PSEFD | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase) (EC 189

5.2.1.8)
71 | M3B2C2_PSEFD Uncharacterized protein 266
72 M3B3Z9 PSEFD Uncharacterized protein 249
73 M3B4X9 PSEFD Uncharacterized protein 380
74 M3B5A0 PSEFD Superoxide dismutase [Cu-Zn] (EC 1.15.1.1) 154
75 M3B519 PSEFD 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-- 769
homocysteine S-methyltransferase (EC
2.1.1.14)
76 M3B838 PSEFD Uncharacterized protein (Fragment) 1480
77 M3B8I1 PSEFD Peroxidase (EC 1.11.1.-) (Fragment) 274
78 M3B8I7_PSEFD Uncharacterized protein 650
79 M3B972 PSEFD Uncharacterized protein 155
80 M3BAZ7 PSEFD Uncharacterized protein 734
81 | M3BC80 PSEFD NmrA domain-containing protein 295
82 M3BCH9_PSEF Uncharacterized protein 375
D
83 N1Q654 PSEFD | ATP synthase subunit delta, mitochondrial (F- 166

ATPase delta subunit)
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84 | N1Q6D5 PSEFD Uncharacterized protein 127
85 N1Q6WO_ PSEF Uncharacterized protein 419
D
86 N1Q7J1 PSEFD HMG box domain-containing protein 108
87 N1Q871 PSEFD Abhydrolase 2 domain-containing protein 234
88 N1Q872 PSEFD Uncharacterized protein 193
89 N1Q8L5 PSEFD | Alpha-acetolactate decarboxylase (EC 4.1.1.5) 234
90 N1Q8N6 PSEFD Thioredoxin domain-containing protein 226
91 N1Q8R7 PSEFD ATP synthase subunit 5, mitochondrial 229
92 N1Q870 PSEFD Pyruvate kinase (EC 2.7.1.40) 527
93 N1Q952 PSEFD CFEM domain-containing protein 244
94 | N1Q9PO PSEFD Uncharacterized protein 1243
95 N1Q9Y1l PSEFD Elongation factor 1-alpha 459
96 | N1IQAAO PSEFD ATP synthase subunit alpha 550
97 | N1IQAK8 PSEFD DYNc domain-containing protein 511
98 N1QCW5 PSEF Ribosomal protein 217

D
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Anexo 2 Proteinas identificadas en las VE's de la cepa Oz2b de P. fijiensis.

# ID Nombre de la proteina #AA
1 M2YIX0 PSEFD Uncharacterized protein 267
2 M2YR57 PSEFD Uncharacterized protein 238
3 M2YR86_PSEFD | 2-phosphoglycerate dehydratase (EC 4.2.1.11) 437
(Enolase)
4 M2YTF6_PSEFD Uncharacterized protein 174
5 M2YWK9_PSEF H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 509
D CBF5
6 MZYWQDE;_PSEF Malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37) 331
7 M2YY93 PSEFD 14 3 3 domain-containing protein 265
8 M2YZ45 PSEFD Uncharacterized protein 211
9 M2z085 PSEFD Glutamine synthetase (EC 6.3.1.2) 382
10 M2Z1E7 PSEFD Uncharacterized protein 236
11 M2Z5N8_PSEFD Glycoside hydrolase family 55 protein 772
12 M2Z6V3 PSEFD Hce2 domain-containing protein 161
13 M2Z7X3 _PSEFD MFS domain-containing protein 525
14 M2Z8T3 _PSEFD | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 338
(EC 1.2.1.12)
15 M2ZKY8 PSEFD Uncharacterized protein 293
16 M2ZLF3 PSEFD 14 3 3 domain-containing protein 270
17 M2ZP15 PSEFD Histone H3 136
18 M2ZPV3_PSEFD 6-phosphogluconate dehydrogenase, 494
decarboxylating (EC 1.1.1.44)
19 M2Z2Q86 PSEFD Uncharacterized protein (Fragment) 168
20 | M2ZYU4 PSEFD Uncharacterized protein 176
21 M2ZZM8 PSEFD Histone H2B 139
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22 M2ZZY5 PSEFD Glycoside hydrolase family 17 protein 373
23 M3A269 PSEFD Uncharacterized protein 104
24 M3A2J8 PSEFD Uncharacterized protein 892
25 M3A2T6_PSEFD Uncharacterized protein 558
26 M3A2Z9 PSEFD | Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase 543
(CoA acylating) (EC 1.2.1.27)
27 M3A440 PSEFD Uncharacterized protein 454
28 M3A4J1 PSEFD Malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37) 344
29 M3A6K4 PSEFD Proteasome subunit beta (EC 3.4.25.1) 273
30 M3A6K9 PSEFD | Carbohydrate-binding module family 50 protein 413
31 M3A893 PSEFD Uncharacterized protein 113
32 M3A9A8 PSEFD Tyrosinase (EC 1.14.18.1) 810
33 M3ADLO_PSEFD SBDS domain-containing protein 113
34 M3AH77 PSEFD | VPS9 domain-containing protein (Fragment) 628
35 M3AMG§_PSEF Uncharacterized protein 214
36 M3AMX2_PSEF | ABC transporter, ABC-F family, GCN-EF3 type 1059
D

37 M3AN16 PSEFD Kinesin motor domain-containing protein 1663
38 M3AN89 PSEFD | GMC OxRdtase N domain-containing protein 722
39 M3ANI4_PSEFD | Zn(2)-C6 fungal-type domain-containing protein 691
40 | M3ARY7 PSEFD SCP domain-containing protein 254
41 M3AS11 PSEFD G-patch domain-containing protein 437
42 M3AV10 PSEFD Histone H4 (Fragment) 89

43 M3AW?28 PSEF Uncharacterized protein 185

D
44 M3AWY3_ PSEF Sulfatase domain-containing protein 625

D
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45 M3B081 PSEFD Uncharacterized protein (Fragment) 123
46 M3B187_ PSEFD Uncharacterized protein 831
47 M3B255 PSEFD Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPlase) 189
(EC 5.2.1.8)
48 M3B2C2 PSEFD Uncharacterized protein 266
49 M3B2I1 PSEFD Uncharacterized protein 252
50 M3B3K8 PSEFD Uncharacterized protein 900
51 M3B4X7 PSEFD Abhydrolase 3 domain-containing protein 383
52 M3B7P1 PSEFD RING-type domain-containing protein 722
53 M3B838 PSEFD Uncharacterized protein (Fragment) 1480
54 M3B817_PSEFD Uncharacterized protein 650
55 M3B972 PSEFD Uncharacterized protein 155
56 M3BAZ7 _PSEFD Uncharacterized protein 734
57 M3BCH9_PSEF Uncharacterized protein 375
D
58 | N1Q6M3_PSEFD Non-specific serine/threonine protein kinase 620
(EC 2.7.11.1)
59 N1Q6S3 PSEFD Uncharacterized protein 699
60 | N1Q6U9 PSEFD Carboxylic ester hydrolase (EC 3.1.1.-) 510
61 | N1Q7G9 PSEFD Uncharacterized protein 766
62 N1Q7W6_PSEF | PUM-HD domain-containing protein (Fragment) 607
D
63 N1Q859 PSEFD Uncharacterized protein 178
64 N1Q872 PSEFD Uncharacterized protein 193
65 N1Q8L5 PSEFD | Alpha-acetolactate decarboxylase (EC 4.1.1.5) 234
66 N1Q9Y1l PSEFD Elongation factor 1-alpha 459
67 | N1QAAQ PSEFD ATP synthase subunit alpha 550
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68 | N1QAK8 PSEFD DYNc domain-containing protein 511
69 N1QBl11l PSEFD zf-Tim10_DDP domain-containing protein 93
70 N1QC26 PSEFD Uncharacterized protein 554
71 N1QD20_PSEFD | Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase (EC 441

2.3.1.97) (Fragment)
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Anexo 3 Resultados de los analisis bioinformaticos realizados para la busqueda de candidatos a
efectores en las VE's de la cepa C1233 de P. fijiensis.

# ID #AA | %C | Péptido | Effector | Effector | EffHunt | Pred | TMH
sefial P1.0 P20 er GPI MM
1 | M2YIX0_ | 267 | 2.62 No Effector | Effector - - 0
PSEFD
2 M2YR86 | 437 | 0.46 No Non- Non- - - 0
_PSEFD effector | effector
3 | M2YRA4 | 633 | 0.47 No Non- Non- - - 1
PSEFD effector | effector
4 | M2YUX2 | 270 | 0.00 Si Non- Non- - Highly 1
_PSEFD effector | effector proba
ble
5 | M2YW74 | 512 | 0.39 No Non- Non- - - 0
_PSEFD effector | effector
6 | M2YWQ | 331 | 0.91 No Non- Non- - - 0
3 PSEF effector | effector
D
7 | M2YY93 | 265 | 0.75 No Non- Non- - - 0
~PSEFD effector | effector
8 M2z085 | 382 | 2.09 No Non- Non- - - 0
PSEFD effector | effector
9 | M272S2 | 884 | 0.68 No Non- Non- - - 0
_PSEFD effector | effector
10 | M2Z5N8 | 772 | 1.42 No Non- Non- - - 0
~PSEFD effector | effector
11 | M2z6Vv3 | 161 | 3.11 Si Effector | Effector | Effector - 0
PSEFD
12 | M2Z7E9 | 188 | 0.53 No Effector | Non- - - 0
_PSEFD effector
13 | M2Z27G1 | 247 | 1.21 No Effector | Effector - - 0
PSEFD
14 | M2Z7T5 | 1514 | 0.07 No Non- Non- - - 0
PSEFD effector | effector
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15 | M2Z7X3 | 525 | 1.52 No Non- Non- 12
_PSEFD effector | effector

16 | M2z8L2 | 272 | 1.47 No Effector | Effector 0
_PSEFD

17 | M2Z8T3 | 338 | 0.89 No Non- Effector 0
_PSEFD effector

18 | M2Z9P2 | 480 | 3.33 No Non- Non- 0
_PSEFD effector | effector

19 | M2ZCN1 | 150 | 0.67 No Effector | Effector 0
~PSEFD

20 | M2ZFI7_ | 660 | 0.76 Si Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

21 | M2ZL88 | 383 | 1.04 No Non- Non- 0
_PSEFD effector | effector

22 | M2ZLF3 | 270 | 1.11 No Non- Non- 0
~PSEFD effector | effector

23 | M2ZPD9 | 178 | 1.12 No Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

24 | M2ZPI5_ | 136 | 0.74 No Effector Non- 0
PSEFD effector

25 | M2ZPV3 | 494 | 1.01 No Non- Non- 0
~PSEFD effector | effector

26 | M22Q86 | 168 | 0.00 No Effector | Effector 0
PSEFD

27 | M2ZRP1 | 306 | 1.96 No Non- Non- 6
PSEFD effector | effector

28 | M2ZSY8 | 666 | 1.05 Si Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

29 | M2ZUW | 294 | 1.02 No Non- Non- 0
5 PSEF effector | effector
D

30 | M2ZXA8 | 150 | 0.00 No Effector Non- 0
_PSEFD effector
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31 | M2ZZM8 | 139 | 0.00 No Effector Non- - 0
_PSEFD effector

32 | M22zZY5 | 373 | 1.61 Si Non- Non- Effector 0
_PSEFD effector | effector

33 | M3A047 | 324 | 0.93 No Non- Non- - 0
_PSEFD effector | effector

34 | M3A117 | 347 | 1.44 No Non- Non- - 0
_PSEFD effector | effector

35 | M3A269 | 104 | 0.00 No Effector | Effector - 0
~PSEFD

36 | M3A2T6 | 558 | 3.23 No Non- Non- - 0
PSEFD effector | effector

37 | M3A2X2 | 218 | 1.83 No Non- Non- - 0
_PSEFD effector | effector

38 | M3A440 | 454 | 2.42 Si Non- Non- - 0
~PSEFD effector | effector

39 | M3A4J1 | 344 | 0.29 No Non- Effector - 0
PSEFD effector

40 | M3A4NO | 165 | 0.61 No Effector | Effector - 0
PSEFD

41 | M3A4z71 91 0.00 No Non- Non- - 0
~PSEFD effector | effector

42 | M3A6K9 | 413 | 1.94 Si Non- Non- - 0
PSEFD effector | effector

43 | M3A9A8 | 810 | 1.36 Si Non- Non- - 0
PSEFD effector | effector

44 | M3ADLO | 113 | 0.00 No Effector | Effector - 0
PSEFD

45 | M3AE59 | 316 | 2.22 No Non- Non- - 0
PSEFD effector | effector

46 | M3AFF1 | 587 | 1.02 No Non- Non- - 0
PSEFD effector | effector
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47 | M3AH24 | 637 | 1.26 Si Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

48 | M3AI15 | 143 | 2.10 No Effector | Effector -
PSEFD

49 | M3AIJM2 | 255 | 3.53 No Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

50 | M3AKW | 2309 | 0.56 No Non- Non- -
2_PSEF effector | effector
D

51 | M3ALM9 | 519 | 0.77 No Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

52 | M3ALX0 | 431 | 3.02 Si Non- Non- -
~PSEFD effector | effector

53 | M3BAMX2 | 1059 | 1.23 No Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

54 | M3AN16 | 1663 | 0.24 No Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

55 | M3AP42 | 359 | 0.56 No Non- Non- -
~PSEFD effector | effector

56 | M3API1_| 205 | 0.00 No Effector | Effector -
PSEFD

57 | M3APK2 | 76 | 0.00 No Non- Non- -
PSEFD effector | effector

58 | M3AQ45 | 265 | 2.26 No Non- Non- -
~PSEFD effector | effector

59 | M3AQ60 | 150 | 6.67 Si Effector | Non- | Effector
PSEFD effector

60 | M3AR39 | 262 | 0.38 No Non- Non- -
PSEFD effector | effector

61 | M3ARW | 679 | 0.00 No Non- Non- -
7 _PSEF effector | effector
D

62 | M3ARY7 | 254 | 1.97 Si Effector | Effector | Effector
PSEFD
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63 | M3ASW | 150 | 0.67 No Effector | Effector 0
8 PSEF
D

64 | M3AT95 | 326 | 1.23 No Non- Non- 0
_PSEFD effector | effector

65 | M3ATS3 | 743 | 0.27 No Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

66 | M3AV10 89 0.00 No Effector Non- 0
_PSEFD effector

67 | MSAW28 | 185 | 1.08 Si Effector | Effector 0
_PSEFD

68 | M3AXI2_| 153 | 1.31 No Effector | Effector 0
PSEFD

69 | M3B1TO | 126 | 3.17 No Effector | Effector 0
_PSEFD

70 | M3B255 | 189 | 1.06 No Effector | Effector 0
_PSEFD

71 | M3B2C2 | 266 | 1.88 No Effector | Effector 0
_PSEFD

72 | M3B3Z9 | 249 | 3.21 No Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

73 | M3B4X9 | 380 | 0.26 No Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

74 | M3B5A0 | 154 | 1.30 No Effector | Effector 0
_PSEFD

75 | M3B5I9_ | 769 | 0.52 No Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

76 | M3B838 | 1480 | 1.42 No Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

77 | M3B8I1_ | 274 | 1.46 No Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

78 | M3B8I7_ | 650 | 0.62 No Non- Non- 0
PSEFD effector | effector
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79 | M3B972 | 155 | 0.65 No Non- Non- - -
_PSEFD effector | effector
80 | M3BAZ7 | 734 | 0.95 No Non- Non- - -
_PSEFD effector | effector
81 | M3BC80 | 295 | 0.68 No Non- | Unlikely - -
_PSEFD effector | effector
82 | M3BCH9 | 375 | 1.07 No Non- Non- - -
_PSEFD effector | effector
83 | N1Q654 | 166 | 0.00 No Effector | Non- - -
~PSEFD effector
84 | N1Q6D5 | 127 | 0.00 No Non- Non- - -
PSEFD effector | effector
85 | N1Q6WO | 419 | 3.82 Si Non- Non- - Weakl
_PSEFD effector | effector y
proba
ble
86 | N1Q7J1 | 108 | 0.00 No Effector | Non- - -
_PSEFD effector
87 | N1Q871 | 234 | 0.43 No Effector | Effector - -
PSEFD
88 | N1Q872 | 193 | 2.07 Si Non- | Effector | Effector -
~PSEFD effector
89 | N1Q8L5 | 234 | 1.28 No Non- Non- - -
_PSEFD effector | effector
90 | N1Q8N6 | 226 | 0.44 No Effector | Effector - -
PSEFD
91 | N1Q8R7 | 229 | 0.00 No Effector | Effector - -
PSEFD
92 | N1Q8z0 | 527 | 1.90 No Non- Non- - -
PSEFD effector | effector
93 | N1Q952 | 244 | 3.28 Si Non- Non- - Highly
_PSEFD effector | effector proba
ble
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94 | N1Q9PO | 1243 | 1.77 No Non- Non- 0
_PSEFD effector | effector

95 | N1Q9Y1 | 459 | 1.53 No Non- Non- 0
_PSEFD effector | effector

96 | N1IQAAO | 550 | 0.91 No Non- Non- 0
_PSEFD effector | effector

97 | N1IQAK8 | 511 | 1.96 No Non- Non- 0
_PSEFD effector | effector

98 | N1QCW | 217 | 0.92 No Effector | Effector 0
5 PSEF

D
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Anexo 4 Resultados de los analisis bioinformaticos realizados para la bausqueda de candidatos a
efectores en las VE’s de la cepa Oz2b de P. fijiensis.

# ID #AA | %C | Péptido | Effector | Effector | EffHunt | Pred | TMH
sefal P-1.0 P-2.0 er GPI MM

1 | M2YIX0_ | 267 | 2.62 - Effector | Effector - - 0
PSEFD

2 | M2YR57 | 238 | 2.52 - Effector | Unlikely - - 0
_PSEFD effector

3 | M2YR86 | 437 | 0.46 - Non- Non- - - 0
PSEFD effector | effector

4 M2YTF6 | 174 | 1.15 - Effector | Effector - - 0
_PSEFD

5 M2YWK | 509 | 1.96 - Non- Non- - - 0
9 PSEF effector | effector
D

6 M2YWQ | 331 | 0.91 - Non- Non- - - 0
3 _PSEF effector | effector
D

7 M2YY93 | 265 | 0.75 - Non- Non- - - 0
~PSEFD effector | effector

8 M2Yz45 | 211 | 3.32 - Effector | Effector - - 0
PSEFD

9 M27085 | 382 | 2.09 - Non- Non- - - 0
_PSEFD effector | effector

10 | M2Z1E7 | 236 | 2.97 - Non- Non- - - 0
~PSEFD effector | effector

11 | M2Z5N8 | 772 | 1.42 - Non- Non- - - 0
PSEFD effector | effector

12 | M2Z6Vv3 | 161 | 3.11 Si Effector | Effector | Effector - 0
_PSEFD

13 | M2Z7X3 | 525 | 1.52 - Non- Non- - - 12
PSEFD effector | effector

14 | M2Z8T3 | 338 | 0.89 - Non- Effector - - 0
PSEFD effector

90



Anexos

15 | M2ZKY8 | 293 | 2.05 - Non- Non- - 0
_PSEFD effector | effector

16 | M2ZLF3 | 270 | 1.11 - Non- Non- - 0
_PSEFD effector | effector

17 | M2ZPI5_ | 136 | 0.74 - Effector Non- - 0
PSEFD effector

18 | M2ZPV3 | 494 | 1.01 - Non- Non- - 0
_PSEFD effector | effector

19 | M2Z2Q86 | 168 | 0.00 - Effector | Effector - 0
~PSEFD

20 | M2ZYU4 | 176 | 0.57 Si Effector Non- - 0
PSEFD effector

21 | M2ZZM8 | 139 | 0.00 - Effector Non- - 0
_PSEFD effector

22 | M2ZzZY5 | 373 | 1.61 Si Non- Non- Effector 0
~PSEFD effector | effector

23 | M3A269 | 104 | 0.00 - Effector | Effector - 0
PSEFD

24 | M3A2J8 | 892 | 0.00 - Non- Non- - 0
PSEFD effector | effector

25 | M3A2T6 | 558 | 3.23 - Non- Non- - 0
~PSEFD effector | effector

26 | M3A2Z79 | 543 | 1.10 - Non- Non- - 0
PSEFD effector | effector

27 | M3A440 | 454 | 2.42 Si Non- Non- - 0
PSEFD effector | effector

28 | M3A4J1 | 344 | 0.29 - Non- Effector - 0
PSEFD effector

29 | M3A6K4 | 273 | 0.37 - Non- | Unlikely - 0
PSEFD effector | effector

30 | M3A6K9 | 413 | 1.94 Si Non- Non- - 0
PSEFD effector | effector
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31 | M3A893 | 113 | 1.77 - Effector Non- -
_PSEFD effector

32 | M3A9A8 | 810 | 1.36 Si Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

33 | M3ADLO | 113 | 0.00 - Effector | Effector -
_PSEFD

34 | M3AH77 | 628 | 0.48 - Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

35 | M3AMG | 214 | 1.87 - Effector | Effector -
3 PSEF
D

36 | MSAMX2 | 1059 | 1.23 - Non- Non- -
~PSEFD effector | effector

37 | M3AN16 | 1663 | 0.24 - Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

38 | M3AN89 | 722 | 1.39 Si Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

39 | M3ANI4_| 691 | 2.03 - Non- Non- -
PSEFD effector | effector

40 | M3ARY7 | 254 | 1.97 Si Effector | Effector | Effector
PSEFD

41 | M3AS11 | 437 | 0.23 - Non- Non- -
PSEFD effector | effector

42 | M3AV10 89 0.00 - Effector Non- -
~PSEFD effector

43 | M3AW28 | 185 | 1.08 Si Effector | Effector -
PSEFD

44 | M3AWY | 625 | 1.44 - Non- Non- -
3 PSEF effector | effector
D

45 | M3B081 | 123 | 3.25 - Effector | Effector -
PSEFD

46 | M3B187 | 831 | 0.60 - Non- Non- -
PSEFD effector | effector
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47 | M3B255 | 189 | 1.06 Effector | Effector 0
_PSEFD

48 | M3B2C2 | 266 | 1.88 Effector | Effector 0
_PSEFD

49 | M3B2I1_ | 252 | 0.40 Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

50 | M3B3K8 | 900 | 1.22 Non- Non- 0
_PSEFD effector | effector

51 | M3B4X7 | 383 | 2.35 Non- Non- 0
~PSEFD effector | effector

52 | M3B7P1 | 722 | 1.25 Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

53 | M3B838 | 1480 | 1.42 Non- Non- 0
_PSEFD effector | effector

54 | M3B8I7_ | 650 | 0.62 Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

55 | M3B972 | 155 | 0.65 Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

56 | M3BAZ7 | 734 | 0.95 Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

57 | M3BCH9 | 375 | 1.07 Non- Non- 0
~PSEFD effector | effector

58 | N1Q6M3 | 620 | 0.65 Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

59 | N1Q6S3 | 699 | 1.14 Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

60 | N1Q6U9 | 510 | 2.75 Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

61 | N1Q7G9 | 766 | 0.91 Non- Non- 0
PSEFD effector | effector

62 | N1IQ7W6 | 607 | 0.99 Non- Non- 0
PSEFD effector | effector
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63 | N1Q859 | 178 | 0.00 - Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

64 | N1Q872 | 193 | 2.07 Si Non- | Effector | Effector
_PSEFD effector

65 | N1Q8L5 | 234 | 1.28 - Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

66 | N1Q9Y1l | 459 | 1.53 - Non- Non- -
_PSEFD effector | effector

67 | NIQAAO | 550 | 0.91 - Non- Non- -
~PSEFD effector | effector

68 | NIQAK8 | 511 | 1.96 - Non- Non- -
PSEFD effector | effector

69 | N1QB11 93 4.30 - Non- Effector -
_PSEFD effector

70 | N1QC26 | 554 | 0.72 - Non- Non- -
~PSEFD effector | effector

71 | N1QD20 | 441 | 1.13 - Non- Non- -
_PSEFD effector | effector
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