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*Yo pienso que si tu haces ailgo y resulta bastante bueno, entonces
deberias de hacer algo mas grandioso, no pienses en ello por mucho
tiempo. Sélo imagina qué es lo que viene”

Steve Jobs

“Nunca consideres el estudio como una obligacién, sino como una
oportunidad para penetrar en el bello y maravilloso mundo del saber”

Albert Einstein

"La vi.. s una unién simbidtica y cooperativa que permite triunfar a
los que se asocian”

Lynn Margulis
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1.1 CICLO DE VIDA DE Mycosphaerella fijiensis Y SINTOMAS DE
LA SIGATOKA NEGRA

El agente causal de la Sigatoka negra es el hongo hemibiotréfico
ascomiceto llamado M. fijiensis, el cual durante su ciclo de vida (Fig. 1.1) se
reproduce en forma sexual y asexual (Douglas y Ronald, 1992). La fase
asexual se presenta durante el desarrollo de las lesiones de la enfermedad
conocidas como pizc. ¢ mancha respectivamente, en dichas etapas se
detecta la presencia de un numero refativamente bajo de conidiéforos;
estructuras que emergen de lo  stomas, principalmente en la superficie
inferior de la hoja (Manzo-Sanchez et al., 2005). Los conidios son hialinos,
cilindricos, rectos o ligeramente curvos, de seis a nueve septos, delgados
en el apice y mas ancho n la base, con una cicatriz en el hilium basal del
conidio (Orozco-Santos, 1998). Los conidiéforos pueden emerger
directamente de los estomas, ya sea de manera individual o en pequefos
grupos, o pueden formar fasciculos sobre el estoma. Los conidios miden de
0.3-1.32 ym de largo y de 0.25 a 0.5 ym en la parte mas ancha. Las
estructuras reproductoras se producen en mayor abundancia en la
superficie inferior o abaxial de las hojas, pero también pueden ser
encontradas en la parte superior o adaxial de las hojas. Los conidios
generalmente son diseminados por la lluvia y solo recorren cortas
distancias, causando infeccion en otras areas de la misma hoja o entre
hojas de la misma planta, de la planta madre a los hijos y entre plantas
cercanas (Orozco-Santos et al., 2002).

La fase sexual es la mas importante en la reproduccién de la enfermedad
asi como diseminacién, ya que =~ ~~ta etapa se produce un gran numero
de ascosporas =n estructuras adas pseudotecios (peritecios). Las
ascosporas sor na de las pri |, 2s fuentes de indculo y el medio de
dispersidén a grandes distancias de la enfermedad; son diseminadas por la
fluvia y el viento (B & Gonzales 1997). Las ascosporas son hialinas,
fusiformes clavadas, ..n dos célule | ligeramente constrictivas en el septo.
Las ascosporas miden de 1.4-2.0 uym de longitud y de 0.4 a 0.6 ym de
ancho.

Los primeros sintomas de la enfermedad son numerosos puntos diminutos
de color pardo que se desarrolian hasta formar finas rayas de 1.5 mm de
largo, visibles en la superficie superior de la hoja. Los puntos se unen y
oscurecen, entonces las zonas muertas y negras se secan y adquieren un
color mas palido. Las manchas suelen ser intensas hacia las puntas de las
hojas; las hojas afectadas pueden morir en tres o cuatros semanas y el
























sustrato, mientras que los dominios de unién a nucleétidos son los motores
que transforman la energia quimicz el ATP en energia mecanica,
ocasionando un cambic - nformacional en la =~ ‘eina (Altenberg, 2003). El
modo en que se acopla 1a energia metabdlica cun el transporte de solutos
adn no esta bien dilucidado, pero se han postulado dos hipoétesis para
explicar el mecanismo de transport 4 acoplamiento a la hidrélisis del
ATP. De forma general una vez qu roteina ha captado su sustrato y
éste se encuentra en estrecha asociacion, a energia de la hidrélisis del ATP
cambi a conformacién de la protein s entonces cuando se transportan
sustancias hacia el interior o el exterior ae la célula {Skov et al., 2004).

Todas las proteinas ABC's ta conucnen dos dominios de unién a ATP
conocidos también como “Nuuieoude binding Fold” (NBFs), NBD 6 ABC;
localizados en la cara citoplasmatica de la membrana. Estos pliegues se
dividen en dominios o cajas denominadas Walker A y Walker B, los cuales
se encuentran separados por aproximadamente 90 a 120 aminoacidos.

Anterior al dominio W s acaliza un tercer motivo, el cual es corto y
altamente consel  ic 2 denomina el motivo LSGGG o motivo C; dicho
motivo corresponae irma ABC (Nikaido, 2002). Al igual que los
dominios Walker A y B, el mo C es Unico y caracteristico de los
transportadores ABC’s 7). 1.3) 2s dominio¢ -ansmembranales y los

pliegues de unién a .uclebtidos generalmente tienen el siguiente
ordenamiento; amino terminal-dominio transmembranal-pliegue de unién al
nucleétido-carboxilo terminal (De Waard et al, 2006). Los ABC
exportadores contienen 12 hélices transmembranales, mientras que los
importadores contienen entre 10 y 12 hélices transmembranales,
dependiendo del peso y de la naturaleza quimica del sustrato que
translocan (Saurin et al., 1999).

Figura 1.3. Esquemati  ion de la estructura de un transportador ABC; con
sus regiones transmenuranales y sus dominios de unién a ATP (tomado de
Prasad et al., 2011 y modificado por el autord  ste trabajo).
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la expresion del gen ABC4 se incrementa cuando la cepa silvestre es
expuesta a diversos antiflngicos. La expr=sién del gen ABC4 fue nula en la
cepa mutante. Ademas de la funcion del ,_n ABC4 en respuesta a multiples
drogas, se demostré que dicho gen también es requerido para la
patogenicidad de M. grisea.

G. pulicaris, un hongo necrotréfico que infecta Solanum tuberosum, se ve
expuesto a las fitoalexinas rishitina y lubimin:  Jn estudio demostré que G.
pulicaris destoxifica estas fitoalexinas y que el proceso es mediado por un
transportador ABC, el cual es codificado por el gen Gpabc1, necesario para
la virulencia del patégeno. Se encontrd que existe una correlacién entre el
transporte de las fitoalexinas y la virulencia del patégeno, sugiriendo que la
tolerancia hacia estas es esencial para la virulencia del patdégeno (Fleibner
et al., 2002).

En Aspergillus nidulans se reportd la identificacién de dos transportadores
ABC denominados AtrA y AtrB, la =vnresion de estos genes es altamente
regulada y sus productos transpc...n un amplio rango de compuestos
tdxicos naturales y compuestos toxicos sintéticos. Analisis funcionales por
mutacion del g=n AtrB demostraron su participa~isn en la proteccién contra
componentes ntifGngicos como fos an  piridulaminos, azoles,
benzimidazoles, estrobilurinas, alcaloides co la campotecina y el
resveratrol, demostrando que los transportadores ABC en A. nidulans
desempefian un papel importante en la defensa contra productos téxicos vy
fungicidas (Pizeta et al., 2002).

El hongo B. cinerea afecta a un amplio rango de hospederos, por lo que
este patdbgeno se expone a una amplia variedad de compuestos
fungitéxicos. Se ha observado que B. cinerea es capaz de contrarrestar el
efecto de estos compuestos mediante la presencia del gen BcatrB que
cadifica un transportador ABC, cuya secuencia proteica es de 1439
aminoacidos. El gen BcatrB tiene 31-67% de identidad con oftros
transportadores ABC de hongos. Los tratamientos con resveratrol y
fenpiclonit en cepas mutantes en el gen BcalrB evidencian un mayor efecto
de los fungicidas en las cepas —‘tantes. Las m ' ntes en el gen BcatrB
presentaron un bajo nivel de virL....cia, lo que Mu..a que el gen BceatrB es
determinante en la sensibilidad a los fungicic  descritos, asi como en la
virulencia (Schoonbeeck et al., 2001).

El hongo F. cu/lmorum es un patdgeno qu  fecta las raices de cebada. En
este hongo se identificdé el gen FcA 1, el cual codifica para un
transportador ABC homélogo a los transportadores ABC1 de M. grisea y de
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12 HIPOTESIS

Dado que se ha determinado que el gen MgAtr4 de Mycosphaerella
graminicola, es un factor de virulencia, entonces es posible que el gen
homdlogo de M. fijiensis tenga la misma funcién.

1.3 OBJETIVOS

13.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar al gen MfAtr4 de Mycosphaerella fijiensis Maorelet

1.3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Clonar el gen MfAtr4 de M. fijiensis a partir de RNA total del hongo.

Obtener el marco de lectura completo de MfAtr4 de M. fijiensis.

Identificar los dominios estructurales de la proteina MfATR4 de M.

fijiesis in silico.

4. Realizar un analisis filogenético para determinar la relacién del gen
MfAtr4 con otros transportadores ABCs de hongos.

5. Analizar la expresion del gen MfAtr4 durante la interaccion M.
fjiensis-banano y en presencia de tres fungicidas.

6. Construir el vector pSilent-MFfAtr4SA y transformar a M. fijiensis con
dicho vector.

7. Expresar la proteina MFATR4 en Pijchia pastoris y purificar la

proteina recombinante.

W=
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ABSTRACT

ABC transporters are membrane proteins that use the energy released from
the hydrolysis of ATP to drive the transport of compounds across biological
membranes. In some plant pathogenic fungi ABC transporters play a role as
virulence factor >y mediating the export of plant defense compounds or
fungal virulence factors. Mycosphaerella fijiensis, the causal agent of black
Sigatoka disease in banana, is the main constraint for the banana industry
worldwide. So far little is known about molecular mechanism which it uses to
infect the =~~t. In this study, degenc--*~d primers de<igned from fungal ABC
transporte.. known to be involv n *‘~ilenc vere used to isolate
homologs from M. fiiiensis. Here rer.... the full cloning of MfAtr4 a
putative ortholog of MgAfr4 an ABC .._.isporter of the related M. graminicola
with a function in virulence. Similarities and differences with its presumed
or'“Hlog Mg 4 are described, and the putative function of MfAtr4 is
dic _Jsse~ nnalysis o Atr4 gene expression in field banana samples
ex| " itin_ isible ! 5 of black Sigatoka disease indicated a higher
exp..s8si  of Mf .~ ¢ J the first syr-~*>matic stages in comparison to
the late ..__rc _ _phic phases, suggesting »le for MfAtr4 in the early stages
of pathogenic development of Mycosphaerella fijiensis.

Key words: ABC transporters, virutence factors, MgAir4 ortholog,
Mycosphaerella fifiensis, black Sigatoka, Musa sp.
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polypeptides (Jones and George 2004). These proteins can act as biological
export machines (Stergiopoulos et a/. 2002; De Waard et al. 2006) providing
protection against endog-->usly produced toxic compounds, (e.g.,
secondary metabolites sucl, «s mycotoxins) and against exogenous toxic
compounds from natural or man-made origin (e.g. fungicides, antibiotics,
and plant defense compounds), by preventing their cytoplasmic
accumulation (De Waard et al. 2006; Coleman and Mylonakis 2009).

ABC transporters can be involved in providing protection against fungicides.
Characteristic for the involvement of ABC transporters in fungicide
resistance is the development of multidrug resistance (MDR). MDR is the
simultaneous development of resistance to structurally and functionally
unrelated compounds. This phenomenon has originally been described in
medicine where it is of great clinical significance. Since the early 1990s it
was established that an active efflux-mechanism based on the ABC1 (Pgp1
glycoprotein) was preventing the adequate intracellular accumulation of
anticancer drugs inside cancerous cells (Gottesman et al. 2002, Szakacs et
al. 2006; Nikaido 2009; Kuo et al. 2010).

Nowadays MDR has also been widely described ir “*amentous fungi both of
agricultural and medical relevance. AtrB of Aspe._illus nidulans mediates
resistance to camptothecin and resveratrol, natural toxic metabolites, but
additionally AtrB confers resistance to all major classes of fungicides
(Andrade et al. 2000). In Botryti= cinerea, a fungal pathogen with a broad
host range, the ABC transporl BcatrB is upregulated by resveratrol, a
grapevine phytoalexin, and also the fungicide fenpiclonil (Schoonbeek et al.
2001). ABC transporters from the wheat pathogen Mycosphaerella
graminicola have substrates ranging from fungicides, plant secondary
metabolites *“acterial antibiotics and fungal mycotoxins (Zwiers et al. 2003).

it has beer. .ound that in various fungal pathogens ABC transporters can
play a role in pathogenesis (Kretschmer et a/. 2009). The first report was
about Magnaporthe grisea in which the ABC1 gene, encoding an ABC
transporter, was identified in a screening of pathogenicity mutants derived by
insertional mutagenesis. Gene-replac~ment mutants of the ABC1 gene
produced a mutant that was arrested ... growth early in pathogenesis and
unable to detoxify the rice-produced sakuranetin phytoalexin (Urban et al.
1999). Since this report several __pers have correlated the disruption or
deletion of particular ABC transport  (especially belonging to the ABC-G
subfamily) with a decrease in agyi=ssiveness or loss of pathogenicity.
Virulence-related ABC transporters have been described in Botrytis cinerea
(Schoonbeek et al. 2001), the necrotrophic fungus Gibberella pulicaris
(Fleibner et al. 2002), the human pathogen Candida albicans (Theiss et al.
2002), the wheat pathogen Mycosphaerella graminicola (Stergiopoulos et al.
2003) and the causal agent of cereal blight and rot Fusarium culmorum
(Skov et al. 2004). Recently, Gupta and Chattoo (2008) reported a second
ABC transporter (called ABC4) required for pathogenesis in M. grisea. Both
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2.2 MATERIALS AND METHODS
2.2.1 BIOLOGICAL MATERIAL

Mycosphaerella fijiensis strain C1233 was grown on modified solid V8
medium according to Mourichon et al. (1987). Briefly, 200 mL V8 juice were
added to 2 g/L CaCO; and 2% agar-agar, autoclaved, and placed on Petri
dishes. Individual plates were inoculated with 16 mm? mycelium, and left to
grow at 26 £ 2°C, with a 12 h light/12 h dark photoperiod. Liquid V8 culture
medium was prepared by the =am  rocedure but without agar. The liquid
medium was inocuiated witl ).5 mL of M. fjlensis mortar and pestle
disaggregated m, __.ium (1 g mycelium from an active culture disaggregated
in 5 mL sterile water), using the same temperature and light conditions
stated previouslv. For DNA extraction, mycelium was harvested after 15
days of cultur  ltered through two pieces of fine cheesecloth, weighed, and
distributed in portions of 0.3 g mycelium and immediately snap-frozen in
liquid nitrogen and stored at -80°C until DNA extraction.

2.2.2 DNA EXTRACTION

Genomic DNA extraction was carried out according to Johanson (1997).
DNA concentration in samples was determined using a spectrophotometer
(Genesys 10 UV).

2.2.2.1 MFATR4 CLONING

To improve the chance to obtain an ortholog of MgAtr4 from M. fijiensis a
two- step strategy was followed. First th  /gAtr4 protein (AAK15314) was
analyzed for the presence of particular specific motifs by comparison with
the other known ABC-G transporters from M. graminicola, MgAtr1
(CAB46279), MgAtr2 (CAB46280), MgAtr3 (AAKE2341), MgAtrs
(AAKB2340) - | MgAtr7 (EF062310); this strategy successfully identified
amino acids w.aracteristic for MgAtr4 (Supplement 1). Furthermore, to
prevent the selection of motifs unique for M. graminicola’, MgAtr4 and the
other MgAtrs were alignec vith ABC transporter proteins from fungal plant
and human pathogen species: CAC40023 (Gibberella pulicaris;
Sordariomycete), T30541 (Magnaporthe grisea;  Sordariomycete),
CAD10327 (Aspergillus fumigatus, Eurotiomycete), CAF32148 (Aspergillus
fumigatus, Eurotiomycete), CAC42218 (Emericella nidulans; Eurotiomycete),
CAC41639 (Botryotinia fuckeliana, Leotiomycete), AAF05069 (Candida
glabrata, Saccharomycotina), Q74676 (Candida glabrata;
Saccharomycotina), P43071 (Candida albicans; Saccharomycotina),
BAC67160 (Botryotinia fuckeliana, Leotiomycete), AAN28699 (Trichophyton
rubrum; Eurotiomycete), AAK62810 (Venturia inaequalis; Dothideomycete)
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Table 1. List of primers used in this study.

Primer name Type Sequence (5°-3°) Observation
dAtr4-F1 Degenerated CARGARGTIGAYAARCAYTTYCC
dAtr4-R1 Degenerated CIGTIGCIGGRTGRTARAAIGC dAtrd-F1 + dAtrd-R1
Expected the amplification
of a MfAtr4 fragment
dAtrd-F2 Degenerated GTITTYMGIMGIGGICAYGTICC
dAtr4-R2 Degenerated ATIGCIGCIAI RUACATRTGIGC dAtr4-F2 + dAtr4-R2
Expected the amplification
of a MfAtr4 fragment
ORF-MfAtr4-5° Specific GCCACCATGTCGTCAACGGACAA
GGAC
ORF-MfAtr4-3° Specific CTAAATGATCTGGGCATTCCTCCT ORF-MfAtr4-5° + ORF-
ATTC MfAtr4-3°
Amplification of complete
MfAtr4 ORF (from ATG to
TGA)
IFAtrd Specffic TACGGCTACACATACGATCATG
IRAtr4 Specfic AAGGAAAGCACAGATAGACCAAG IFAtrd + IRAtr4, primers
flanking the
putative intron
MfAtrd267F Specffic GGTCTTCTCTACGATCGTGCAG
Specffic primers to amplify
MfAtr4267R Specffic GAAGGTCGATGCATAGATCAAGA & 267 bp fragment of M.
AG fijiensis MfAtr4 gene
p Specific primers to amplify
MfACt247F Specific CATCACCATTTGGCAACGAGC a 247 bp fragment of M.
MfACE247R Specific GATCTTGACCTTCATGCTGG fijiensis actin gene
Mac267F Specffic CTGCTGGTATCCATGAGACC Specific primers to amplify
Mac267R Specific CCTTGGAGATCCACATCTGE a 267 bp fragment of M.

acuminate actin gene

2.2.3 DETERMINATION OF INTRON EXON BOUNUARIES

RNA from M. fijiensis was obtained according to Islas-Flores (2006) and
cDNA synthesis was conducted using SuperScript Ill (Invitrogen) according
to supplier's instructions. Primers IFAtr4 and IRAtr4 (Table 1) flanking the
putative intron were used to amplify a fragment of MfAtr4, using M. fijiensis

30


















2.3.4 COMPARATIVE ANALYSIS WITH MgAtr4

Comparison of the deduced MfAtr4 protein with MgAtr4 showed 63.2%
identity and 74.4% similarity on amino acid level. Major differences between
MfAtr4 and MgAtr4 proteins are at the N- (cytosolic stretch of amino acids
before NBD1) and C- (cytosolic stretch of amino acids after TMS12) terminal
ends. Both proteins al ical and 84 an comparing
from NBD1 to TMS12

In contrast to MgAtr4, whi~" 'acks introns, MfAtr4 is predicted to contain an
intron of 52 nucleotides (F.,. 4; Table 3), which splits the gene in two exons
of 2970 and 1QQR nurlantidae Amplification of a fragment of MfAtr4 on
gD! flan ted in
am| ). 4 gment
cor €5 s i ws woe pendicted
position (Fig. 4b). Comparison of the sizes of MfrAtré PCR products amplified
with different combinations of orimer pairs, and using M. fijiensis gDNA and
cDNA, excluded the presenc  f other introns in this gene (data not shown).

A AzAtcd _CDNA MCATGGCC AAAGGC AAGGCAGACGATG ARG AGAGTGGTGCTCCOGAGGCTGTCGCAGAGA 60
Bfirrd_ADNg ACATGGCCAAAGGCAAGGCAGACGATG AAGAGAGTGGTGCTCCOGAGGCTGTCGCAGAGA 60

. sererrrsreeraveTEEan CreseeamensEanr ER saaes srerveran terrrae
MEAtra_cDNA CGGAGAAGAMGACHACGAGCGAGTAGACGTCAATGTCATTCCTGCTCAMACCGACATT T $20)
HEAtcd_iDNg COOAGAAGLAGGACGACGAGC GAGCIGACGTC MTGTCATTCCTGCTCAMACCOACATET 120

.................. frevreverrrenrrsertateqTIReTIaTrerseITITaY
t ALATT4_CDNA TCACCTOGCGCAATGTCAGE TACGACATC GARATC A KoGGCGAACCACGAAGAC TGCTTS 180
MfAtc4_ADNG TCACCTGGCGCAATGTCAGE TACGACATCO AMATC AAGGGCGAACCACGAAGA “TRC TTG 180

..................... AraevartessrasTecvtar et sravsTTrarraras
& KfATr4_cDNA ATGAGGTATCTGGATTTGTAAAGCCTGGTACCTIGACTGCOTTGATOGGAACGTCCGEGG 240
HfAcrd ADNg n M‘-ccrocrAccm.c-occmAwm‘.ca'ccccac 40|

.

A

2t EIATCA_CUMA CAGUAAAL. ©9

it B2Atrd_ADNg CAGGAAAGACAACCCTTCTCG. oo
............... crenne

1‘ HYALKQ_EDI TTGGC ACAGOGTACCACTATGGOTGTCSTCACGGGTTCTATG 08

MEAtc4_ADA TTGGCACAGCGTACCACT ATGOG TGTCGTCACGGGTTCTATG 3 60)

Atitra_cDNA TTCGTCAACGGCGCTCCACTCGATTCCACCTTCCAGCGC AMGACCOGCTATGTTCAACAG 368
mfAtr4_ADNG TTCGTCAAGGGCGETCE ACTCGATTCC AGCTTCCAGCGE ARG AL

SLACTA_CDNA CAAGATTTACATTTGGAAACTOCTACCHTGCGCGAATE ATTGAGGTTTTCCOLGATOCTT 428
ILAET4_ADNG CAAGATTTACATTIGGAAAC TGCTACCGTGCGCGAATE ATTIGAGGTTTICCGCOATGCTT 480)
14tC4_CDNA CGACAGCCGAAGAGCGTCAGC AAAGCCGAGAAATACGCGTATGTCGAGGATSTCATTAAG 468]
ALATE4_ADNG CGACAGCCGAAGAGCSTCAGS ARAGCCGAGARATACGLGTATGTCOAGGATGTC ATTARG S40|
MfAtrd _cDNL ATGCTCAACATGOAAGACTTTGCGGAAGC AGTCOTCGGTGTGCC 532
Bfhvr4_ADNg norcucATGGAAancmccmucacw‘rrsrcmﬂ:rocc 84

Figure 2.4. Presence of intronic sequence in MfAtr4. (A) Amplification of a
fragment of MfAtr4 with primers flanking the expected intron. Lane 2,
amplicon obtained by using M. fijiensis cDNA as template; lane 3 using M.
fijiensis gDNA as template. Lane 1, molecular markers. (B) Comparison of
the nucleotide sequences obtained in each case. Red letters show
nucleotides in gDNA which are absent in the cDNA.
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Figure 2.5. Phylogenetic tree of ABC transporters related to MfAtr4. The
evolutionary history was inferred using the Neighbor-Joining method with the
MEGA program version 4. Numbers on the branches indicate the
percentage of 500 bootstrap replications (only >50% are shown). GenBank
accession numbers are given for each sequence, except for M. gramincola
Atrs (MgAtr1-7) and MfAtr4. MgAtrs are highlighted with blue triangles.
Virulence-associated ABC transporters are highlighted with pink circles and
yellow labeled (MfAtr4 is highlighted in green). The clade clustering the
MfAtr4 is indicated with dotted branches. The ABC transporters clustering
with MgAtr4 in supplement 2 (tree which helped to design the degenerated
primers to amplify the first fragment of MfAtr4) are highlighted with black
circles.
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Table 3. Comparative analysis of MfAtr4 and MgAtr4 features

MfAtr4 MgAtr4
Ciass PDR (ABC-G family) PDR (ABC-G family)
CDS size (ATG-TGA) 4977 4908
Peptide (number of amino 1658 1635
acids)
Introns One None
Topology (NBL-. ..ISg), (NBD-TMSg),
Function Exporter Exporter
Role in virulence Not determined Yes
Walker A-1 VLGRPGSGCST VLGRPGSGCST
Q-loop 1 VGETL VGQTL
Signature-1 VSGGERKRVSIAEMA VSGGERKRVSIAEMA
Walker B-1 LAAWDNSTRGLD LAAWDNSTRGLD
Walker A-2 GTSGAGKTT GTSGAGKTT
Q-loop 2 vQQQD vQQQD
Signature-2 LNVEQRKLLTIGVELAA LNVEQRKLLTIGVELAA
Walker B-2 LLFLDEPTSGLD LLFLDEPTSGLD
Symmetry Asymmetric Asymmetric

2.4.4 ANALYSIS OF EXPRESSION OF MfAtr4 IN BLACK SIGATOKA-
INFECTED BANANA LEAVES

It was previously demonstrated that ABC4 from Magnaporthe grisea (Gupta
and Chatoo 2008) and MgAtr4 from Mycosphaerella graminicola
(Stergiopoulos et al. 2003), are involved in fungal virulence of these plant
pathogens. Disruption or deletion of these genes reduced the ability of
mutant strains to colonize the hosts. Molecular analysis of the full infection
process using an artificial infection assay of wheat with M. graminicola
showed no expression of MgAtr4 during biotrophic phase. MgAtr4
expression was observed from days 12 to 18 post-inoculation, and at day 22
no expression of MgAtr4 was detectable; these times corresponded to the
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como la glucosilacion. Otro sistema de expresién heterdloga es la levadura
S. cerevisiae, usada como una alternativa a £. cofi, debido a su capacidad
para llevar a cabo modificaciones postraduccionales en las proteinas. Una
desventaja inicial de dicho sistema es que no cuenta con un promotor
inducible cuya expresién sea elevada después de la induccién.

Existen otros sistemas de expresiéon en eu™~ " ‘as, tal es el caso de los
baculovirus y las células de mamifero, aunqt fraestructura y los costos
del mantenimiento de ambos sistemas es elevado (Cérdoba et al., 2003).

3.11 METABOLISMO DEL METANOL EN LEVADURAS
METILOTROFICAS

La oxidacion c....pleta del metanol a CO; y H,O en microorganismos
metil~tréficos tiene dos vias: la via disimilitoria (de generacioén de energia) y
la \.. asimilatoria (de biosintesis de material celular) (Figura 3.1). La
oxidaciéon del metanol ocurre dentro de los peroxisomas. En dichos
organulos se encuentran algunas de las enzimas y metabolitos involucrados
en el proceso de oxidacién del etanol como la enzima alcohol oxidasa y la
catalasa. Durante el crecimiento en presencia de metanol, los peroxisomas
pueden llegar a ocupar el 90% de! volumen celular (Veenhuis et al, 1983).
La via disimilitoria, comienza cc  a salida del formaldehido del interior del
peroxisoma; este compuesto es oxidado hasta acido férmico y diéxido de
carbong, obteniéndose energia en forma . _ |ADH (Ferrer et al., 2000). En
la via asimilatoria se generan triosas a partir del formaldehido inicial, el
balance neto de esta via es l¢ ‘ormacién -2 un mol de triosas
(Dihidroxiacetona o DHA y Glicer: * '1..d  10nofeeiato 0 GAP) por cada tres
moles de formaldehido y tres mole> de ATP (Goodman et al., 1985).
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Cuadro 4. Vectores comerciales utilizados para la expresién heterdloga en
Pichia pastoris.

Vector | Promotor | Marcadorde | Tipo de Caracteristicas de
expresion su utilizacién
seleccion

pAOB15 PAOX1 His4 ) Generacién de mdltiples
copias

pHIL-D2 PAOX1 His4 I Sustitucion det gen AOX1

pPIC3K PAQOX1 His4-kan | MCS, selecciéon de
multicopias con
resistencia a G418

pPICZ PAOX1 ble [ MCS, seleccién de

multicopias por
resistencia a zeocina, his
y myc tags

pHWO1 PGAP His4 [ Promotor constitutivo

0 PGAP

pGAPZ PGAP ble 1 PGAP, MCS, resistencia
a zeocina, his y myc tags

pHIL-81 PAOX1 His4 S Sefial de secrecion PHO1

pPICSK PAOX1 His4-Kan S Senfal de secrecion a-MF.
Seleccidon de multicopias
por resistencia a G418.

pPICZa PAOX1 ble S Sefial de sec  ion a-MF.
Resistencia. zocina.
His y myc tags.

pGArca PGAP ble S PGAP, Sefial de
secrecion a-MF.
Resistencia a zeocina.
His y myc tags.

PAOX1;, promotor JX1, PGAP; promotor Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; |
integrativo, S; sec. _._da, ble; gen de resistencia a la zeocina, Kan', gen de resistencia al
compuesto GS418, His4; gen Histidinol deshidrogenasa, MCS; sitio multiple de clonacién.
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Cuadro 6. Lista de proteinas expresadas en P. pastoris, vector de expresion
(integrativo | & de secrecién S) y la cantidad de proteina obtenida, de
acuerdo a diferentes reportes.

Origen de Proteina Vector Cantidad
la utilizado de
proteina proteina

obtenida
Bacterias | B-galactosidasa de E. coli | 20x10°
pgiL”’
Fragmento C de la toxina del tétanos l
de Clostridium tetani 12 gL
Hongos Fitasa de Aspergillus nidulans [ 65g/L"
Lipasa 1 de Candida rugosa S 150 pg/L”!
Invertasa de Saccharomyces cerevisiae S 2.5 g/L'1
Lacasa de Trametes versicolfor S 9.3 mglL‘1
Plantas NADH reductasa de Arabidopsis ] 18 ug/L'1
thaliana 1
S 400 mg/L
a-galactosidasa del grano de café
Humanos | Factor de la necrosis tumoral I 400 mgIL'1
a-amilasa pancreatica S 10 giL”
Factor de crecimiento de tipo de S 600 mg/L"
insulina .
1 1 g/l
Caspasa tipo 3
s 20 mg/L"
Antigeno carcinoembriogénico
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Cepas empleadas

Para la am-"“cacién del gen MfAtr4 se utilizé el ADN extraido de la cepa
C1233 de M. Jjijiensis. Para la transformacion de P. pastoris se emplearon
las cepas GS115 y KM71.

322 EXTRACCION DE ARN Y SINTESIS DE ADNc DE
Mycosphaerelia fijiensis

Se macerd 0.25. e micelio de M. fiiensis en un mortero en presencia de
N, liguido, hasta obtener un polvo fino. Al polvo se le agregd 1 mL de trizol
(Invitrogen) y se homogenizé. La mezcla se dejd reposar 5 min. a
temperatura ambiente, se le agregé 0.2 mL de cloroformo y se centrifugé a
12000 g durante 5 min. a temperatura ambiente. Se recuperé la fase acuosa
y se transfirié a un tubo nuevo, se le adicioné 0.5 mL de isopropanol y se
incubd 15 min a temperatura ambiente. E! tubo Eppendorf se centrifugd a
12000 g durante 15 min., se recuperé el precipitado y se lavé con etanol al
75%. Se centrifugé a 7500 g 5 min., se removié el excedente de etancl y la
pastilla se dej6é secar a temperatura ambiente. La pastilla se resuspendié en
30 pbL de agua estéril tratada con DEPC (Dietil pirocarbonato). La
cuantificacion del ARN se realizé en un espectréfotometro midiendo la
absorbancia a 260 nm; la integridad del ARN se analizé en un gel
desnaturalizante de 1.2% de agarosa, conteniendo 2.2 M de formaldehido.
El ARN total se traté « DNasa. Brevemente -5 ug de ARN total se
incubdé con 1yl de amo...yuador de DNasa (10x,, | puL de DNasa (1U/uL),
0.25ul de inhibidor de RNasas (Invitrogen) y H,O. La mezcla se incubé 30
min a temperatura ambi~-*=. La reaccién se detuvo con 1 uL de EDTA
(25mM), incubando la mucswa 10 min a 65°C.

3.2.3 SINTESIS DE ADNc CON EL KIT GENERACER

E! ARN obtenido en las extracciones previas fue utilizado para Ia sintesis de
ADNC utilizando et paguete comercial GeneRacer.

La desfosforilacion del ARN se realizé de acuerdo al protocolo descrito por
el proveedor (Invitrogen). Los componentes se mezciaron cuidadosamente y
se incubd 1 hora a 50° C; al concluir la incubacic¢~ 'a reaccion se transfirié a
hielo. ElI ARN fue precipitado y se centrifugd a 1....0 g a2 4°C por 20 min. La
pastilla se favé con 500 ubL etanol al 70%, se centrifugd 14000 g durante 2
min. a 4°C. Se decanto el sobrenadante y la pastilla se dej6é secar 2-3 min. a
temperatura ambiente y se resuspendié en 7 ulL de agua tratada con DEPC.

62






4.977 kb. En la figura 3.2 se esquematizan los oligonucleétidos disefiados
para amplificar el ORF completo del gen MfAtr4.

R

Figura 3.2. Esquematizacion que indica ja r~-"cic  le los oligonuciedtidos
en el ORF (4.977 kb) del gen MfAtrd preuwrnio. LOS oligonucledtidos en
Forward FORFAtr4, F1 y F2 estén Jocaliz "'s en el extremo 5 y el
ofigonuciedtido en posicion Reverso RORFAtra y R1 estén disefiados sobre
el extremo 3.

3.2.6 DISENO DE UN HIBRIDO CORRESPONDIENT . AL ORF DEL GEN
MfAtr4

Uno de los problemas de la PCR convencional es la pobre eficiencia para
amplificar genes de gran tamafio, a partir de ADNc. Dado que en el
presente trabajo se enfrenté a esta problematica ~omo alternativa se
generd un ORF hibrido, originado de la fusién de 1 _mentos del gen de
interés obtenidos a partir de ADN gendmico y ADN complementario. El
proceso se describe a continuacién, con el programa WEBCUTTER se
realizd un analisis in silico de la secuencia gendmica del gen MfAtr4.

El analisis de restriccion permitid seleccionar el sitio (nico de corte de la
enzima BspEl ubicada a 2500 pb del sitio del codén de inicio localizado
antes del intrén Unico de este gen. Paralelamente se seleccioné un sitio de
corte Gnico del vector de clonacian n3EM-T "ycalizado corriente abajo de la

secuencia de interés, en este Bstni. Enseguida se procedié a la
restriccion con las enzimas _._. y P~*" " fragmento de 5 kb
(correspondiente a MfAtr4 obtenido a p. ADNg), vy previc~ ante
clonado en el vector pGEM®-T Easy; en p: + digirié con las nuwemas
enzimas un fragmento de 3.2 kb correspont VifAtr4 obtenido a partir

de ADNg, clonado en el vect JGEM®-T Easy. Los fragmentos de interés
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realizd de acuerdo a las indicaciones del proveedor. Con el producto ligado
se transformaron células competentes de E. cofi JM109. Las clonas
positivas se evaluaron por PCR con oligonucledtidos especificos de MfAtr4
y por patrén de restriccion con las enzimas Sacli y Apal.

Figura 3.3. Mapa del vector pPICZA. El vector contiene el sitio de clonacién
mditiple, el epitope c-myc, la etiqueta 6xHis, el coddén de paro (Stop), el
promotor 5A0X1, el terminador AOX1TT y el marcador de seleccién contra
la zeocina (INVITROGEN).

3.2.10 TRANSFORMALON DE Pichia f__toris CON EL CASSETTE
pPICZA-MFATR4

La levauura se cultivé en 10 mL de medio YPD toda la noche. Se tomé 20
pL del cultivo y se inoculd a 100 mL de medio YPD, se incubé a 30 °C hasta
alcanzar una densidad éptica de 1.5 a 600 nm. Las céiulas se centrifugaron
y finalmente se resuspendieron en 1 M de sorbitol a una densidad de 10'°
células/mL. Se tom6 80 ulL de células y se mezcld con 1000 ng del ADN
recombinante. Las células se electropor: 1 y recuperaron con 1 mL de
sorbitol 1 M. Las células se sembraron el vajas de YNBS/agar adicionado
con zeocina (100 ug/mL) y se dejaron crecer a 30°C durante 2 a 4 dias.

66






conjugado a peroxidasa, la c_.2ccidon positiva se realizdé por
quimioluminiscencia y se revetd en una pelicula Kodak.

3.2.14 ANALISIS BIOINFOR...~TICOS DE EN MfAtr4

Usando como sonda 1 silico secuencia del gen MfAir4 obtenida
experimentalmente, se realizd u 1alisis BlastX en el genoma de M.
fijiensis. l.a secuencia que dio homologia (98%) ya habia sido anotada por
el Dr. Lute Zwier, quien la describié como MfA+-4 | a secuencia se descargd
de la base de datos 2l genoma de M. fj._..sis para realizar los analisis
bioinformaticos. Se empled software de acceso publico. La prediccion de la
secuencia proteica se realizé con el programa DNALC Sequence Utilities
(Sequence Translator/ORF Finder). Se realizé también analisis BlastX sobre
la base de datos de secuencias de hongos depositados en el GeneBank, del
NCBL.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 AMPLIFICACION DE MfAtr4 A PARTIR DE ADNg y ADNc de M.
fijiensis.

La ampilificacién d¢  1en MfAlr4 se realizd a través de la técnica de PCR de
larga distancia; para ello st tilizaron diversos pares de oligonucledtidos
tales como: F1-R1, F2-R1, F3-R1, FORFAIr4-RORFAtr4 y F20RFAtrd
RORFAtr4. En el ADN genémico de Mycosphaerella fijiensis cepa C1233
dichos oligonucleétidos ampilifican un tamafic de 5029 pb, mientras que en

el ADN complementario amplifican ur *~~—-"0 de 4877 pb. Esta diferencia
de tamario se debe a que la secuen dmica del MfAfr4 contiene un
intrén de 52 pb localizada 2 2800 pb c¢  _.... abajo del extremo 5’ del gen.

Después de varios intento e logrd la ampli __zid&1 el gen MfAtr4. En la
figura 3.4 A se muestra el fragmento de 5029 pb obtenido de ta PCR de
larga distancia, amplificado con los oligonucleétidos F1-R1 y F2-R1. Dicho
producto fue clonado en el vecto GEM®-T Easy y secuenciado. La
amplificacién del ORF del gen MfAtr4 utilizando como templado ADNc de
cadena sencilla (previamente sintetizado cc el paquete comercial
GeneRacer) y las parejas d  ligonucleétidos F1-R1, y F2-R1, se presenta
en la figura 3.4 B. En este caso los resultados fueron infructuosos, pues no
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silico del gen completo. En este estudio se logré la amplificacion del gen
MfAtr4 a partir del ADN genémico y de un ADN hibrido correspondiente al
ORF del gen MfAtr4 de 4977pb (Fig. 3.11). Dicho ORF hibrido fue
secuenciado en su totalidad y el analisis bioinformatico muestra que cadifica
para una proteina de 1658 aminoacidos.

342 CONSTRQCCION DEL VECTOR pPICZA-MFATR4 Y
TRANSFORMACION DE Pichia pastoris

Et ORF hibrido de MfAfr. e subclond en el vector pPICZA y se tiene una
clona en E. cofi denominada C20 que contiene el constructo pPICZA-
MFATRA4. Diversos estudios donde se ha realizado la transformacién de las
cepas GS115 y KM71 mencionan que el nimero de transformantes que
contienen el inserto completo es bajo (Cai, 2001). En el presente estudio se
obtuvieron diversas transformantes seleccionadas con el antibiético zeocina.
Sin embargo, al analizar los extremos del ORF del gen MfAfr4, las
presuntas transformante:  ssultaron ser falsos positivos (Fig. 3.14).
Ensayos posteriores de¢  ransformacion produjeron diversas clonas
regenerantes de P. pastoris cepa GS115, de las cuales 3 fueron positivas
para los extremos 3" del gen MfAlr4. En la figura 3.15 se muestra la
electroféresis de {a cepa GS115 transformante nimero 1 conteniendo el gen
MfAtr4.

En el 2000 Cai expresd heterdlogamente cuatro transportadores ABC
denominados ABCC5, ABCD1, ABCG1 y ABCG2; obtuvo un total de 18
clonas transformantes d epa KM71, mientras que con ta cepa GS115
de P. pastoris 1a transformacion no fue exitosa. En el 2007 Chloupkova y
colaboradores expr~—aron en P. pastoris 25 transportadores ABC de
humanes, quienes ¢ _.nostraro  jue los transportadores ABCC3, ABCBS,
ABCD1, ABCGC ™~ ABCG4 y ABCGS8 se expresan altamente en comparacion
con los transpc  Jore \BCA1, ABCA4, ABCC10, AL 211 y ABCC12, los
cuales tienen ur- 2xpresid  aja en Pichia pastoris, por 1o que la expresion
proteica en esta .cvadura es variable.

Las tres transformantes obtenidas fueron inducidas con metanol, para la
produccion de la proteina recombinante MFATR4. El analisis por **" stern
biot muestra que ¢ inticuerpo anti-myc detecta a una presunta teina
MFATR4 recombinante en las transformantes. Aun falta deterhnar la
cantidad de proteina recombinante MFATR4, que se expresa en cada
transformante. Los niveles de produccié ‘e proteinas heterélogas bajo el
control del promotor PAOX1 en cultivos ae elevada densidad celular son
variables, y deben de ser optimizados en cada caso {Cregg et af 1993). Es
importante resaltar que dicho sistema de expresidén heterdloga ha sido
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Jigure 1. Esquematizacién del vector pSilent-1 y sus diferentes
componaites. A) El vector pSilent  contiene el gen de resistencia a
ampicilina (Amp), el gen de resistencia a higromicina (Hyg), un fragmento
del intron del gen de la cutinasa de M.oryzae (IT), el promotor PrpC y el
terminador TrpC de A. nidulans. B) En ef panel inferior se indican los sitios
muiltiples de clonacion (Nakayashiki et al., 2005).

414 EL VECTO.. pSILENT-1, HERRAM..NTA MOLECULAR USADA
EN HONGOS

El vector pSilent-1 ha sido utilizado para silenciar genes en diversas
especies de hongos; por ejemplo, en Bipolaris cryzae, un hongo ascomiceto
causante de la enfermedad conocida como mancha de la hoja de arroz. El
uso de lat nica del ARNi mediante el vector pSilent-1 permitié analizar la
funcién de: gen de la policetido sintasa (PKS1) en la sintesis de melanina.
Para ello, al vector pSilent se le inserté en posiciéon sentido y antisentido un
fragmento de 756 pb del gen PKS1. Con el constructo pSilent/PKS1-2 se
transformaron protoplastos de la cepa DS/F6-69 de B. oryzae. De diez de
las clonas resultantes, dos presentaron un fenotipo gris o negro similar al de
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4.5 CONCLUSIONES
Se generd la construccion del vector de silenciamiento pSilent-MfAtr4SA.

La transformacion de la cepa C1233 de M. fijiensis con el constructo de
silenciamiento no ha sido concluida. Al momento se ha logrado estandarizar
la produccidn de protoplastos viables.
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negra con caracteristicas de rendimiento, calidad de fruto aceptables y con
caracteristicas agronémicas deseables es dificil y lento (Guzman & Romero,
1997).

5.1.2 METODOS DE CONTROL QUIMICO

El control quimico de la Sigatoka negra se realiza mediante la aplicacion de
fungicidas protectantes y sistémicos.

Los fungicidas de contacto tienen como funcidén basica la prevencion de ia
enfermedad. Cuando la planta es tratada -on el protectante, las moléculas
no entran a su interior, lo que hace que el ._ngo al ponerse en contacto con
el ingrediente activo de ingicida no se desarrolle y que por 1o tanto no
penetre en las ~“'ulas ue tejido foliar (Guzman, 2002, Pérez, 2006). Al no
penetrar los «ydos ““Uares, su actividad sobre el patbgeno es
principalmente por inhik...3n de la germinacion y del crecimiento del tubo
germinativo de las esporas que se depositan sobre la superficie foliar
tratada previamente con el protectante, asi como sobre la formacién de
conidic al contaminar los conidioféros o mediante redistribucion del
ingredic w2 activo, mi o que ocu  por el agua del rocio o la lluvia que se
deposita en la lamina iuiiar (Pérez, .J06).

Los fungicidas protectantes son recomendados cuando la infeccion es baja,
generalmente en épocas de sequia, ya que tienen la desventaja de ser
lavados con la lluvia. El modo de accion de estos fungicidas no es
especifico. Dentro d * grupo de fungicidas protectantes se encuentran el
clorotalonil y los ditiucarbamatos como el mancozeb (Marin & Romero,
1992).

El maneb y mancozeb han sido utilizados ampliamente para el c¢ ol de la
Sigatoka negra. Estos fungicidas reaccionan de forma inespecifica con
grupos tiol (SH) causando un bloqueo de la respiracién y de otros procesos
metabdlicos. En la actualifad existen diferentes formulaciones del
mancozeb, que permiten real - tratamientos con emulsiones de aceite y
agua o directamente en aceite. También se pueden utilizar solos o como
parte de mezclas de fungicidas sistémicos, para reducir la presion de
poblaciones tolerantes a los fungicidas (Hermanto et a/., 2010)

El mecanismo de accién del clorotalonil esta relacionado con la reaccién del
glutation coenzima A, 2-mercaptoe*” "ol y otros compues” 3 que forman
derivados del azufre. Debido a ell. _| contenido de SH uc la célula se
reduce significativamente, lo gque resulta en una inhibicion de todas las
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1987 el propiconazol fue el primer fungicida DMI registrado para uso en el
platano en Ameérica Central, debido a su aita eficacia para controlar la
Sigatoka negra. Otros triazoles utilizados en banano son el fusilazol,
fenbuconazol, tebuconazol, hexaconazol y ciproconazol. Existen diferencias
en la eficacia de »<tgs componentes y en su movim~~*o dentro de la hoja.
Los de mayor act...Jad sistémica se m' = ren rapidar.._. te hacia el borde de
la hoja, asi permiten la acumulacién de uusis subletales alrededor del nervio
de la hoja y la aparicién de un patrén de lesiones tipicos en ambos lados de
las hojas. E! fenbuconazol y difenoconazol son esencialmente
translaminares y no se  servan estos patrones de dafios alrededor de la
nervadura central. Todcs «nhib~~ la sintesis de *lovo del ergosterol en la
célula fungica, al bloquear la ¢ _sromo P450 eswerol C14 demetilasa. Los
fungicidas inhibidores de la biosintesis del ergostero! son la base de los
programas de combate de la Sigatoka negra en la mayoria de los paises
con incidencia de la enfermedad. Los fungicidas mas utilizados de este
grupo son el propiconazol y el bibertanol (Guzman & Romero, 1997).

Los fungicidas sistémicos del grupo de las estrobilurinas son compuestos
naturales producidos por ciertas especies de hongos que descomponen la
madera. La estrobilurina A y B son metabolitos fungicos ¢ undarios
aislados del hongo Strobilurus tenacellus (Ne Lange et al, 1LoJ). Estos
compuestos impiden la respiracién mitocon il bloqueando el transporte de
electrones en el complejo citocromo bec1, inhibiendo la sintesis de ATP
(Clough et al., 1994). En 1996 la azoxystrobina (Bankit) fue fa primera
estrobilurina registrada para el uso en platano en América Central (Guzman
& Romero, 1997, Guzman, 2002).

Los fungicidas sistémicos locales son un grupo intermedic de fungicidas, los
cuales penetran en las hojas pero no se transiocan al resto de la planta. El
tridemorph (Calixin) es el dnico fun  ida utilizado en banano que se incluye
en este grupo. Pertenece al grupo las morfolinas, cuyo modo de accién
inhibe la biositesis del ergosterol | I's) un componente importante de la
membrana de los hongos. Su accién la lleva interfiriendo con la esterol A 8-
7 isomerasa y en la esterol A 14 reductasa (Pérez, 20086).

5.1.4 RESISTENCIA A FUNGICIDAS

La adquisicién de resistencia a un determinado fungicida es en parte el
resultado de modificaciones en la constitucion genética de una poblacién de
hongos. Estas modificaciones que permiten el desarroflo de la resistencia
estan referidas al aumento de la frecuencia de un determinado gen o grupo
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5.1.5 RESISTENCIA A FUNGICIDAS EL CASO DE Mycosphaerella
fijiensis

En el afio 2010 el Comité de accién para resistencia a fungicidas (FRAC)
actualizd sus recomendaciones para la aplicacién de cada clase de
fungicidas. Asimist | indicé que !a resistencia de M. fiiensis a
estrobilurinas ya es un problema para , _ises como Colombia, Costa Rica,
Guatemala y Panama.

Respecto a los Inhibidores de demetilacion como el bibertanol,
difenoconazol, epoxiconazol, fent''~onazol, myclobutanil, propiconazol,
tebuconazol, tetraconazol y triac....enol, se observaron cambios de
sensibilidad de M. fijiensis a dichos compuestos entre los afios 2007 y 2009.
Estos cambios fueron bajos para Ecuador, moderados para Honduras,
Colombia y Guatemala y altos para Costa Rica. En el grupo de las aminas
espiroxamin  :npropimorph y tridemorph, la sensibilidad de M. fijiensis a
estos compuestos es alta y no ha cambiado en los Ultimos 2 afios. La
resistencia de M. fijiensis a los fungicida 1hibidores del citocromo bc1 &
Qols (de sus siglas en inglés C none Outside I[nhibitors) como:
pyraclostrobin, trifloxystrobin y azoxystrobin, se ha reportado en Ecuador,
Belice, Colombia, Guatemala, Ce=ta Rica. No obstante en Filipinas las
cepas d= */. fijiensis muestran altz. _2nsibilidad a los Qol. Por otra parte en
Costa k.__ se h= r=portado una reduccién en sensibilidad a guanidinas y a
inhibidores de la __ :cinato deshidrogenasa o SDHI (de sus sinlas en inglés
Succinate dehydrogenase inhibitors) ya que las cepas se ha._.| resistentes
a estos compuestos (www.frac.info.frac/work/work_ bana.htm! y Churchill,
2010).

La resistencia a compuestos como el benomil y cai._ad™~ 'm thiophanato es
alta. Ef benomil afecta a nive! de la  Jbulina, los c¢_ ibios en un solo
aminoacido en la f-tubulir determina la pérdida de --~nsibilidad al
ingredient  ctivo en diferentes especies de hongos (Cafi.. et al., 2006;
Churchill, 2010).

En el caso de México, existen pocc eportes de |a resistencia de M. fijiensis
hacia los fungicidas de contacto y sistémicos utilizados. Dichos reportes
mencionan que existe una creciente resistencia en México de M. fiiiensis
hacia los fungicidas utilizados para su control. En este trabajo se caracterizo
la cepa C1233 de M. fijiensis, en términos de su sensibilidad y/o resistencia
hacia los fungicidas clorotalonil, mancozeb y benomil, tres fungicidas de usc
comun en las plantaciones de platano en México. Por otro lado, para
determinar si la sensibilidad y/ o resistencia de la cepa C1233 esta mediada
por transportadores ABC en M. fijiensis, se realizd un analisis de expresion
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5.2.4 EXTRACCION DE RNA Y SINTESIS DE ADNc

La extraccion de ARN vy sintesis de ADNc, se realizé6 como se describe en
el capitulo 11, apartade 3.2.2, de este trabajo.

5.2.5 AMPLIFICACION DE 5 TRANSPORTADORES ABC POR PCR
CONVENCIONAL

La amplificacion de los transportadores ABC se realizc por PCR
convencional usando los pares de oligonuciedtidos: 1; MfAtriF-mfAlr1R, 2,
MIAIRF-MIAtr2R, =  MIAtr3F-MfAr3R, 4; MFAtr4-MfAtrdR, S, MfAIrsF-
MfAtrSR. Como curwrol se amplific  n fragmento del gen de la B-tubulina
de M. fijiensis con los oligonuctedticos TUBF-TUBR. El programa de PCR
utilizado para todos los genes fue 94°¢ | min, 94°C 30 seg, 60°C 30 seg,
72°C 40 seg. (25 ciclos), 72°C 10 min.

Los productos amplificados fueron analizados en geles de 1.5% de agarosa,
tefiidos con bromuro de etidio, y visualizados en un fotodocumentador de
imagenes (Quantity one).

5.3 RL.JLTADOS

5.3.1 ENSAYO DE FUNGICIDAS EN I...0l0 V8/AGAR

El ensayo de fungicidas en medio soélido se evalud como la inhibicidén del
crecimiento miceliar en diferentas concentraciones (1, 10 y 100 pg/mL) de
los fungicidas clorotalonil, mz.._ozeb y benomil. E! resultado mostrd que la
cepa C1233 d~ ** fjiiensis es sensible a ber-=il (72 ug de ingrediente
activo, 1.a), res e a clorotalonil (75 ug de 1.a.) y mancozeb (50 ug de
i.a.). Respecto a la irf=ién de la hoja de banano -~ se observd inhibicidén
del hongo, como con  se utilizd agi'~ -~téril. Er. .us figuras 5.1y 5.2 se
muestran los resultacus de crecimien . inhibicidon con dichos fungicidas
evaluados a los 6 y 25 dias posteriores a la aplicacidn de dichos
compuestos.
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frutos de manzano con sintomas de rofia del manzano, en 16 huertas bajo
sistema de produccién convencional en el estado de Coahuila, México. Se
observd resistencia del hongo solo en siete huertos, en cinco de ellos la
poblacién resistente fue bei~ {3 al 4%) mientras que en las otras dos la
resistencia fue alta (72 al 8. ). Con base a la ICs que oscild entre 0.12 y
408.6 ppm entre diferentes cepas. Por lo tant~ V. inaequalis en dicha region
manzanera esta compuesta por individuos ¢« cepti’ s y resistentes y es
heterogénea con respecto a los niveles de r1.oistencia al benomil
(Hernandez- Castilio et al., 2002).

En el presente trabajo se determind que la cepa C1233 de M. fijiensis
(Veracruz, México) cultivada in vitro presenta resistencia miceliar al
clorotalonil y mancozeb y mediana resistencia a benomil (Fig. 5.1).

En Honduras la -~ sistencia de M. fijiensis al benomil se reporté desue 1977,
después de tre. afios consecutivos de uso de este fungicida. Estudios
realizados en Costa Rica mostraron que existe un= alta frecuencia de
aislados de M. fijiens™ resistentes al benomil, dic ._ resistencia es el
resultado de mutaciones <n los codones 198 y 200 (Calvo & Romero, 1896).

En Colombia se realizé6 una caracterizacion de 10 cepas de M. fijiensis
resistentes al benomil; se encontré que dichas cepas tienen tres niveles de
resistencia, basado en la cantidad de benomil que el hongo es capaz de
soportar. Se habla de susceptibilidad si el hongo es incapaz de crecer a
concentraciones de Q, 1, 5, 10 y 50 pg/mL de benomil, medianamente
resistente si crece a concentraciones arriba de 10 pg/mL y resistentes si
crece a concentraciones arriba de 50 ug/mL. En la figura 5.2 puede
observarse que a '~ ~~~centracién de 50 ug/mL de i.a de benomil hay una
inhibicién total de liento micelial, mientras que a concentraciones de 5
ug/mL la cepa C s capaz de crecer. Este resultado coincide con lo
reportado por Caf=s et al, 2008, quien demostré que las cepas de M.
fijiensis (Colombii  on capacae de crecer a concentraciones de 1, 5y 10
g/ mL, pero no a 50 pyg/mL e benomil. Por lo que de acuerdo a los
parametros estabplecif~s por este autor, la cepa C1233 de M. fijiensis se
comporta como un hc _o r.._lianamente resistente al benomil.

El grado de resistencia o susceptibilidad es variable en las cepas de M.
fiiensis, tal comn se ha demostrado en Colombia. Dicha variacidn es
provocada por | Jresidn de seleccidn que se ejerce sobre M. fjiensis al
exponerio de forma continua al  gicida benomil. Debe considerase que la
resistencia al benomil es un factor que influye en las dificultades para
controlar eficazmente a la Sigatoka negra (Calvo & Romero, 1996).
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transportador durante la patogénesis mediante la excresiébn de dichos
compuestos (De waard et al, 2006). Esta propuesta en M. fiiensis es
congruente con el hecho de que no se observa la expresion del
transportador MfAfrS en presencia del clorotalonil, mancozeb y benomil.
Probablemente el transportador MfAtrS tenga un rango limitado de sustratos
o esté involucrado exclusivamente en la secrecion de metabolitos
secundarios de la planta.

Todos los transportadores ABC analizados en este estudio y los reportados
por De Waard et al., (2006), tienen difer~~=ias en los niveles de expresion,
lo cual probablemente se relacione en afinidad hacia los sustratos. Se
sabe que multiples transportadores ABC pueden contribuir a la reduccién de
la sensibilidad hacia los compuestos antifungicas, (0o que explica porque
varios transportadores ABC responden simultdneamente y aumentan su
expresion. La activaciéon de dichos transportadores actia como una via de
proteccion a través de la excrecion de compuestos fungitdxicos o fitotdxicos
(Zwier et al, 2003). En 2007 Gupta = CThattoo demostraron que una
delecién en el trasportador ABC4 de wagnaporthe grisea genera una
mutante sensible a compuestos antifungicos y fitoalexinas. El analisis por
PCR en tiempo real de la expresién del gen ABC4 en la cepa silvestre y
mutante mostré que en la cepa silvestre existe una expresion basal del gen
ABC4 y que dicha expresion se incrementa cuando la cepa es expuesta a
diversos antifungicos; en contraste, la expresion del gen ABC4 fue nula en
la cepa mutante, lo que confirma el papel de ese transportador en la
resistencia a compuestos toxicos.

La expresiéon de los transportadores ABC es un factor importante como
estrategia de sobrevivencia de los hongos ante compuestos téxicos. Los
diferentes niveles de expresién encontrados en los transportadores ABC
MfAtr1, MfAtr2, MfAr3 y MfAtrd en M. fijiensis apoya el hecho de que
pudieran contribuir a la resistencia a fungicidas. La participacion de los
transportadores ABC en la excrecidn de fungicidas afecta negativamente al
cultivo de banano, ya que dificulta el control del agente causal de la
enfermedad.
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y naturaleza del sustrato que transportan estan altamente conservados.
Analisis bioquimicos y estructurales muestran que en el dominic NBD1 se
localiza un residuo de lisina conservado en el motivo Walker A
(GRPGSGKST); este motivo sirve de unién al fosfato gama y beta del
ribonucledtido. Ademas tiene un papel importante en la hidrolisis del ATP
(Lamping et a/., 2010).

Interesantemente aunque el NBD1 del transportador MfAtr4 tiene
conservados los motivos Walker A (GRPGSGCST), el aminoacido lisina es
sustituido por una cisteina. No obstante, en el dominio NBD2 del motivo
Walker A (GTSGAGKTT) del transportador MfAtr4 se conserva el
aminoacido lisina. La sustitucién de (a lisina por cisteina de! motivo Walker A
en el NBD1 parece ser una caracteristica Gnica del motivo Walker A de
transportadores ABC en hongos (Saini et al., 2005).

Otra variacién de aminoac...3 conservados se da en la firma ABC de los
dos dominios NBD's; en el NBD1 se observa la secuencia VSGGQ mientras
que en el NBD2 la firma es LNVEG, esta divergencia en los aminoéacidos de
los dos dominios NBD’s genera una asimetria en el transportador MfAtr4.
Esta asimetria ha sido reportada en otros trz...portadores ABC fungicos
(por ejemplo CaCdrip) y es una caracteristica de los transportadores ABC
agrupados dentro de la familia PDR (Lamping et a/., 2010).

En el transportador CaCdri1p de C albice... se analizé la funcién de los
residuos cisteina (Walker A1) vy lic...a (Walker A2), madiante mutaciones
puntuales se intercambiaron los 2 residuos de am..._acidos (Cys193K vy
K901C). El analisis de las mutantes mostré6 que la cisteina (Cys193) del
motivo Walker A del dominio NBD1 es critico para la hidrélisis del ATP y que
su sustitucion por el aminoacido lisina (Cys193K), genera mutantes con
mayor sensibilidad a drogas comparada con las mutantes K901C, las cuales
solo presentan una susceptibilidad parcial a ciertas drogas. Estos resultados
demuestran que los 2 dominios responden asimétricamente a la sustitucién
de los residuos conservados en sus respectivos motivos Walker A La
asimetria funcional encontrada en el CaCdrip demuestra que los NBD’s no
son idénticos y que no son intercambiables (Saini et ¢ 2005). Por lo tanto
no se descarta que la asimetria encontrada en el uansportador MfAtr4,
tenga importancia en la hidrélisis del ATP y en la resistencia a compuestos
fungitoxicos.
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toxinas hospedero-especificas y no especificas como la T-toxina, victorina,
botridial, AF toxinas y cercosporina. Se sabe que son compuestos que
juegan un papel! importante durante la patogénesis {Walton, 1996; Schertt!
et al., 2004).

En el caso particular del transportador AtrD de A. nidulans, se ha
demostrado que la mutacion de dicho transportador se ve afectado en la
exclusién de la penicilina, lo que sugiere que atrD esta involucrado en la
exclusion de este compuesto.

Los transportadores ABC ademés de transportar metabolitos secundarios
producidos en el organismo que los contiene, también transportan {para
excluir) compuestos de defensa de la planta (fitoalexinas, fitoanticipinas).
Por ejemplo el transportador ABC71 de M. grisea se induce en presencia de
fitoalexinas de arroz (Urban et al., 1999). Mientras que el transportador
BcatrB de B. cinerea le confiere al patbgeno tolerancia al resveratrol
(Schoonbeck et al, 2001), y el transportador de G. pulicaris, Gpabc1 le
confiere tolerancia contra la rishitina y lubimina (Fleibner et a/., 2002).

En el caso del banano, este produce fitoaexinas (Lazzaro et al., 2004) y
anticipinas (Cruz-Cruz et al., 2010), no existe evidencia de que algun
transportador tipo ABC de M. fijiensis esté involucrado en la extrusién de
dichos compuestos. Por otro lado, M. fijiensis produce metabolitos
secundarios como la fijiensina, 2-4-8 trihidroxitetralona, juglona, 4-
hidroxicitalona, acido 3-carboxi-3-hidroxixinamico y el acido isocracinico. Se
desconoce si algun o algunos transportador (es) de M. fjiensis estan
involucrados en el transporte de dichos metabolitos (Churchill, 2010), por lo
que el uso de un sistema de expresién heterdlogo como P. pastoris es una
herramienta importante que facilitaré la caracterizacidon bioguimica det
transportador MFATRA4 (transporte, tipo de sustrato, afinidad por sustratos,
inhibicién, inhibidores etc.).

6.4 CONSTRUCCION DEL VECTOR pSILENT-MfAtr4SA

Estudios de funcionali__.. de los transportadores ABC; ABC1, BcAtrb,
GpABC1, FCABC1 y MgAtr4 han evidenciado que estas proteinas se han
especializado en la virulencia o patogenicidad de hongos tales como B.
cinerea, F. culmorum, G. pulicaris, M. grisea y M. graminicola. Mutaciones
en los transportadores arriba mencionados ocasionan una disminucion en la
capacidad infectiva de los organismos portadores. No obstante, en dichos
estudios no se considera el hecho de que la patogénesis sea un evento
determinado unicamente por el transportador ABC, sino que pueden existir
otros elementos de regulacién génica o quimicos (metabolitos secundarios)
que contribuyan a dicho fenédmeno.
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6.5 EXPRESION DEL TRANSPORTADOR MfAtré DURANTE EL
PROCESO INFECTIVO DEL BANANO Y EN PRESENCIA DE
FUNGICIDAS

Los analisis de expresion del transpnrtador MfAtr4 en muestras colectadas
en campo mostraron que el transpo. ... lor se exnresa dqurante las etapas de
pizca, estria, raya y mancha pero no durante  nz.._1a con halo clordtico.
Asimismo se observd que la expresion decre _ en el estadio de mancha.
Este decrement~ 2n la expresién pudiera deberse a que el patégeno ya ha
colonizado exitc...mente al hospedero y ya no necesita de la participacion
activa del transportador MfAtr  »ara causar la patogénesis (Fig. 2.6).

AUn no se sabe si MfAtr4 participa transportando algun metabolito
secundario involucrado en su patogénesis. En el transportador MgAtrd
presunto ortélogo de MfAtr4d se ha demostrado que tiene un papel
importante en la patogénesis de M. graminicola sobre plantas de trigo
(Stergiopoulos et al., 2003). Mutantes en el transportador MgAtr4 muestran
una reducida virulencia y capacidad de colonizar a las hojas de trigo,
comparada con la cepa silvestre (Stergiopoulos et al., 2003).

En M. grisea se ha demostrado que los transportadores ABC1 y ABC4 estan
involucrados ambos en la patogénesis sobre plantas de arroz (Urban et al,
1999; Gupta & Chatoo, 2007), por lo que no puede descartarse que en M.
fijiensis méas de un transportador ABC esté involucrado en la patogénesis
sobre Musa sp.

Los transportadore ABC, son versatiles pues ademas de tener una funcién
en la virulencia también le proveen proteccién al hongo contra compuestos
téxicos como fi jicidas. En el presente trabajo se evalué la expresién de
los 5 transportauures ABC tipo PDR (MFAtr1-5) de M. fijiensis en presencia
de 3 fungicidas (clorotalonil, mancozeb y benomil). El resultado mostré que
los 4 de los transportadores responden diferencialimente a la presencia de
los fungicidas.

Los transportadores MfAtrd y MfAtr2 son los que se expresan de forma mas
abundante en presencia de clorotalonil, por o que podrian estar excretando
de manera activa este compuesto de la célula fungica (Fig. 56 By D.). En el
caso del transportador MfAtr1 y MfAtr3 (Fig. 56 A y C), su nivel de
expresién se ve reducido respecto al transportednr MfAtr4d y MrALr2,
mientras que nc __ observa expresién del transporta_. .- MFAUS.

En presencia del benomil se observa un aumento en la expresién del
transportador MfAtr2, mientra. {ue la expresién de los transportadores
MfAtr1, 3 y 4 se reduce (Fig. £.v,, lo que probablemente indique que estos
Ultimos transportadores no estan involucrados activamente en la excrecion
del benomil.

En presencia de Mancozeb se detectd una reduccion de ta expresion de los
transportadores MfAtr1, 2, 3 y 4, este hecho puede deberse a que los
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6.6. PERSPECTIVAS

La transformacién de la cepa C1233 con el constructo pSilent-MfAtr4SA es
uno de los retos a cumplir para que se pueda continuar con el estudio de
exploracién de la participacion del transportador MfAtr4 en la virulencia de
M. fiiensis sobre el banano. Con la transformante silenciada en el
transportador MfAtr4, se podrian hacer los ensayos in vitro de infeccién
sobre banano.

La expresion heteréloga de la proteina MFATR4 es necesaria para realizar
los analisis bioquimicos de transporte. Se espera que es... actividad se
pueda realizar una vez que se obtenga una cantidad importante del
polipéptido recombinante purificado.

E! conocimiento de la secuencia y estructura del transportador MFATR4
abre la posibilidad de estudiar mediante mutaciones puntuales cual es la
funcién de los dominios NBD durante el transporte. Ademas, por esta
técnica es posible determinar cual es la funcién de cada uno de los
aminoacidos contenidos dentro de los segmentos transmembranales
durante el reconocimiento del sustrato. Por otro lado, de confirmarse la
participacion de AfAtr4 en la patogénesis, el estudio de la proteina MFATR4
recombinante p...ia ser utilizado como un blanco para el disefioc de nuevos
fungicidas que ayuden a controlar la enfermedad ocasionada por M.
fijiensis.
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