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Resumen

La rapida y especifica degradacién de proteinas por el sistema proteosoma-
ubiquitina ha emergido como un importante mecanismo de regulacién en eucariotas.
Algunos de los procesos basicos celulares regulados por protedlisis dependiente de
ubiquitina incluyen la progresion del ciclo celular, iniciacion de la transcripcion o
transduccion de sefales. Las enzimas clave en el proceso de ubiquitinacidon son las
ligasas de ubiquitina E3, puesto que son las que actuan como moduladores para el
reconocimiento del sustrato y ademas son las que transfieren la ubiquitina activada a
dicho sustrato. Las proteinas Skpl, Cull y la proteina F-box (SCF) son el grupo de
ligasas E3 mejor conocido. Dada la importancia de dicho proceso, resultd de gran
interés investigar el papel de las proteinas pertenecientes a la maquinaria de
renovacion proteica, en la patogénesis de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici sobre
plantas de tomate.

En este trabajo nos hemos centrado en el estudio de una proteina F-box, Fbp1,
ortologa de GRR1 en S. cerevisiae. Para estudiar el papel del gen fbp1 en la virulencia
de F. oxysporum se ha llevado a cabo la interrupcién dirigida del gen en la estirpe
silvestre del hongo. La infeccidn de plantas de tomate inoculadas con los mutantes
deficientes en el gen mostrd un retraso en el proceso de infeccidn, lo que indica que
Fbpl, aunque no es esencial para la patogenicidad, es necesaria para la completa
virulencia de F.oxysporum. El mutante Afbp1 presentd un retraso significativo en todas
las fuentes de carbono y nitrégeno analizadas, ademas de un patrén de crecimiento
ondulado de las hifas lider y una tincién del Spk muy abundante y deslocalizada.
Mutantes de F. oxysporum en el gen fbp1 mostraron niveles reducidos de fosforilacidn
de Fmk1 y compartian caracteristicas fenotipicas con los mutantesA fmk1, tales como
defectos en el crecimiento invasivo, en la colonizacién del tejido vivo de la planta y en
la capacidad de fusidn vegetativa. Por otro lado, los bajos niveles de fosforilacion de la
MAPK Mpk1 que exhibid el mutante nulo fbp1 junto con la sensibilidad a compuestos
como SDS y CFW, sugieren que Fbpl contribuye al mantenimiento de la integridad

celular.

Realizamos un analisis protedmico, en condiciones de crecimiento invasivo, para
conocer las proteinas diferencialmente expresadas en la cepa mutanteA fbpl y poder

Pl De las 41 proteinas identificadas,

asi identificar posibles dianas del complejo SCF
17 de ellas estaban sobre-expresadas en el mutant® fbpl y relacionadas con
funciones susceptibles de sufrir ubiquitinacidn: transporte, proteolisis, respuesta a

estrés y organizacion de los componentes celulares.
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Una de las proteinas mas sobre-expresadas en el mutanfe fbpl fue la
codificada por el gen FOXG_00146, una proteina 14-3-3 anotada en la base de datos
como Bmh2. Las proteinas 14-3-3 son proteinas diméricas, altamente conservadas e
implicadas en una gran cantidad de funciones celulares. El analisis in silico del genoma
de F. oxysporum revelé la existencia de dos proteinas 14-3-3, Bmh1l (FOXG_01979) y
Bmh2 (FOXG_00146). Ambas proteinas presentan una gran similaridad, sin embargo la
interrupcién dirigida de ambos genes mostré que Bmh1 no parece tener ningln papel
en los fenotipos analizados. Bmh2 participa en la resistencia a rapamicina y su
delecion supone una reduccidn del crecimiento en los distintos medios analizados, por
lo que sugerimos que el mutante Abmh2 tiene afectada la ruta de sefializacion TOR. La
pérdida de Bmh2 pero no de Bmh1 resulté en una reduccion parcial de la virulencia en
plantas de tomate. Aunque Bmh2 no es esencial para el crecimiento invasivo, si parece
jugar un papel importante ya que un mutante con la proteina Bmh2 truncada (carece
de la a-hélice 9) fue capaz de atravesar la membrana de celofan incluso en presencia

de amonio, a diferencia del mutante Abmh2.
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Abstract

Fast and specific degradation proteins by the ubiquitin-proteasome system have
recently emerged as a major regulatory mechanism of cellular function in eukaryotes.
Some basic cellular processes regulated by ubiquitin proteasome system are cell cycle,
signal transduction and transcription. The key enzymes in the ubiquitination process
are the E3 ubiquitin ligases, because the function as the susbtrate recognition module
of the system and are capable of transferring the activated ubiquitin to the substrate.
Spk1, Cull and F-box protein (SCF) E3 ligases are amoung the best-understood ligases.
Given the importance of this process, it was of great interest investigating the role of
proteins belonging to the protein turnover machinery and their contribution to

Fusarium oxysporum pathogenicity.

In this study, we have focused in the study of an F-box protein called Fbp1 which
encodes the orthologe of S. cerevisiae GRR1 gene. In order to investigate the role Fbp1l
in pathogenicity of F. oxysporum we performed a targeted disruption of fbp1 gene.
Disease progression on tomato plant inoculated with Afbpl mutant showed reduced
virulence suggesting that Fbp1l is essential for full virulence in F.oxysporum. The Afbp1
mutant showed reduced hyphal growth on all carbon and nitrogen sources analysed.
In the mutant strain, leader hyphae displayed a zig-zag growth phenotype and an
abundant and delocalized staining Spk. F. oxysporum strains lackingA fbpl had a
reduced phosphorylation levels of Fmk1l and shared characteristic phenotypes with
Afmklmutants, including defects in hyphal growth under nutrient-limited conditions,
invasion of the underlying substrate and colonization of living plant tissue.
Interestingly, low phosphorylation levels of Mpkl and hypersensitivity to cell wall
targeting compounds like CFW and SDS showedA fbpl mutant, suggesting that Fbpl
contributes to cell wall integrity via a MAPK Mpk1 pathway.

In order to know differentially expressed proteins in Afbpl mutant invasion-
growth conditions, we carried out a proteomic approach to identify the target proteins
of SCF™?* complex. 17 of the 41 proteins differentially expressed in the present work
were up-regulated in the Afbpl mutant and they were related with process
susceptible to be ubiquininated: transport, proteolysis, response to stress and cellular

component organization.

One of the most abundant protein in the Afbpl mutant was the FOXG_0146
gene, a 14-3-3 protein annotated in the Fusarium database like Bmh2. 14-3-3 proteins

are dimeric and highly conserved proteins which are involved in a many cellular
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process. In silico analysis of F. oxysporum genome showed two 14-3-3 proteins, Bmh1l
(FOXG_01979) y Bmh2 (FOXG_00146). Both proteins revealed high identity but the
targeted deletion showed that Bmh1l has not any roles at reviewed assays. Bmh2 is
involved in rapamycin resistant and knock-out mutant showed reduced hyphal growth
on all sources analysed, so we suggest that Abmh2 mutant is impaired in TOR
signalling. Abmh2 mutant but not Abmh1 mutant showed reduced virulence. Bmh2 is
not required for invasive growth; however seems to play an important role in
virulence-related functions repressed by the preferred nitrogen source ammonium. In
fact, the bmh2,,10.,76 Was able to cross cellophane membrane in contrast with Abmh2

mutant.
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1. El género Fusarium

El género Fusarium comprende un amplio y heterogéneo grupo de ascomicetos
gue pertenecen a la clase Sordariomicetos, orden Hipocreales, familia Nectriaceae. Se
encuentra ampliamente distribuido tanto en suelos naturales como en suelos
cultivados, e incluye numerosas especies, la mayoria patdgenos vegetales capaces de
causar marchitez vascular en numerosos cultivos y de producir toxinas letales para
especies animales (Moss & Smith, 2011). También incluye estirpes no patdgenas,
saproéfitas y pardsitas de otros organismos, incluidos humanos inmunodeprimidos
(Ortoneda et al, 2004; Vartivarian et al, 1993). Algunas especies del género se utilizan
en el control biolégico de plagas o en la produccion de metabolitos secundarios de
interés comercial, como la ciclosporina o las giberelinas (Desjardins et al, 1993), y en la
obtencién de biomasa fungica para la elaboracién de una amplia gama de alimentos
(Wiebe, 2002). Algunas especies pueden completar el ciclo sexual, mientras que la

mayoria presentan ciclo asexual.

Debido a las pérdidas econdmicas originadas por la infeccién con este género, y
a la facilidad para su cultivo y manejo en el laboratorio, existe un gran interés en el
estudio de los mecanismos fundamentales de la patogénesis fungica. Los modelos de
patdgenos aéreos foliares mas importantes son Magnaporthe grisea y Ustilago maydis
gue infectan, el arroz y el maiz, respectivamente. Sin embargo, existen pocos modelos

para estudiar patégenos del suelo.

1.1. Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum se describe como un patégeno de plantas, con hifas
hialinas y septadas, y sin ciclo sexual conocido. Capaz de parasitar mas de 120 cultivos
diferentes, ademas de infectar a personas inmunodeprimidas. F. oxysporum es un
patdgeno del suelo, que se ha convertido en un excelente modelo de experimentacién
puesto que ofrece la doble posibilidad de estudiar tanto el proceso de infeccién de
estos patdgenos en plantas como en mamiferos inmunodeprimidos. Asi, F. oxysporum
ha sido propuesto como el primer modelo de patégeno multihospedador en hongos
(Ortoneda et al, 2004).

En 1940, Snyder y Hansen definieron el concepto forma specialis (f. sp) para

referirse a cada aislado de F. oxysporum con capacidad de infectar una determinada
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especie, género o grupo vegetal. Por ejemplo, la cepa empleada en este trabajo es
patégena del tomate (Lycopersicon esculetum) y se denomina F. oxysporum f. sp.
lycopersici. Hoy en dia, el concepto de forma specialis sigue en uso y aunque algunas
infectan a un hospedador Unico, para otras el rango es mds amplio y actdan sobre un

grupo restringido de especies vegetales (Burnett, 1984).

Las relaciones filogenéticas entre aislados han demostrado que la capacidad
para infectar una especie vegetal ha surgido independientemente varias veces a lo
largo de la evolucién (Baayen et al, 2000; O’Donnell et al, 1998). Este fendmeno se
relaciona con la existencia de cromosomas especificos presentes exclusivamente en el
genoma de determinadas estirpes, que son portadoras de genes relacionados con
patogénesis que confieren especificidad para el hospedador (Ma et al, 2010). Por
ejemplo, F. oxysporum f.sp. lycopersici posee cuatro cromosomas singulares y Unicos
de ella (3, 6, 14 y 15), del total de quince. La considerable variacion genética
observada en este hongo con reproduccidon asexual se atribuye a mecanismos
alternativos como el movimiento de transposones (Daboussi & Capy, 2003) o la

formacidn de heterocariontes (Teunissen et al, 2002).

1.2. Biologia

F. oxysporum forma un micelio de textura algodonosa y color blanco que puede
variar de color, desde rosa palido hasta purpura oscuro, segun el aislado y las
condiciones ambientales, que también afectan a la velocidad de crecimiento, a la
forma, tamafio y abundancia de sus esporas, y al nimero de septos de sus hifas
(Booth, 1971). F. oxysporum produce tres tipos de esporas asexuales: microconidios,

macroconidios y clamidosporas (figura 1).

Figura 1. Esporas de Fusarium. (A) Macroconidios. (B) Microconidios. (C) Clamidosporas.

12
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Los microconidios, con una o dos células, son los mas abundantes y se producen
con mayor frecuencia en cualquier circunstancia. Presentan formas ovaladas vy
cilindricas. Los macroconidios aunque son las esporas tipicas del género, son las
menos abundantes. De aspecto fusiforme, estdn constituidas por un nimero de
células que oscila entre tres y cinco, son septadas, puntiagudas e inclinadas hacia los
extremos. Las clamidosporas, de una o dos células, presentan una forma esférica y
tienen una pared engrosada. Se originan por la modificacién de un segmento de la hifa
cuya funcién, mds que propagacion, es la supervivencia durante largos periodos de
tiempo (Agrios, 1997).

F. oxysporum se propaga en distancias cortas principalmente por irrigacién con
agua o por equipos contaminados, y puede extenderse a largas distancias en forma de
esporas transportadas por el viento (Agrios, 1997) encontrandose prdcticamente en

todos los ecosistemas terrestres.

1.3. Ciclo de vida

F. oxysporum se comporta como un tipico patédgeno del suelo, pudiendo
permanecer largos periodos en ausencia de la planta hospedadora, principalmente en
forma de clamidospora, o creciendo en presencia de restos de materia organica o

exudados de raices (estado saprofitico) (Beckman, 1987) (figura 2).

Las plantas sanas pueden infectarse con el hongo si el suelo en el que se
encuentran esta contaminado. De hecho, una vez que una zona es colonizada por F.
oxysporum suele permanecer infectada indefinidamente. Cuando el hongo percibe la
proximidad de las raices de la planta, induce la germinacion de las esporas y la
penetracion de éstas en la misma (estado parasitico). Una vez en el interior de una
planta hospedadora, crece hasta alcanzar los vasos del xilema, colonizando las partes

mas altas y provocando la enfermedad (estado patogénico).
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Figura 2. Ciclo de vida de Fusarium oxysporum. Adaptado de (Beckman, 1987).

1.4. El proceso de infeccidn

La especie F. oxysporum es capaz de detectar la presencia de una planta
hospedadora incluso antes de establecer un contacto fisico. Esto se debe, muy
probablemente, a que los exudados de las raices ponen en marcha las rutas de
transduccién de senales del hongo y éste responde mediante la activacion de los
genes apropiados que regulan el desarrollo y la virulencia del mismo. Actualmente se
conocen dos tipos de rutas: la cascada de la adenosina monofosfato-proteina quinasa
A (AMPc-PKA) y la ruta de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Di
Pietro et al, 2001).

Tras la adhesion de las esporas a la superficie de la raiz (figura 3A), se forma una
densa red de hifas que parece necesaria para iniciar la penetracion (Czymmek et al,
2007; Olivain & Alabouvette, 1999; Rodriguez-Galvez & Mendgen, 1995). La
microscopia electrénica ha demostrado la inexistencia de apresorios o hifas especiales
de penetracion en F. oxysporum (Olivain & Alabouvette, 1999), asi como la formacion
de hifas que penetran la pared de las células epidérmicas y la formacién de un septo

en el punto de penetracién (Pareja Jaime et al, 2010; Perez-Nadales & Di Pietro, 2011).
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Formacion de Clamidosporas

Figura 3. Estadios de la infeccion de F. oxysporum en planta de tomate expresando la proteina
fluorescente GFP. (A) Germinacién de microconidios y penetracion de hifas de la estirpe silvestre
adheridas a la superficie de la raiz tras 24 horas de inoculacién. (B) Infeccion de la hifa del hongo
creciendo en la corteza de la radiz tras 5 dias de infeccidn. (C) Hifas creciendo en el interior de los vasos
del xilema tras 7 dias de inoculacion. (C) Clamidosporas del hongo producidas en el tejido muerto de la
planta (Di Pietro et al, 2001).

Por su parte, F. oxysporum debe adaptarse al ambiente hostil del interior de la
planta, poniendo en marcha su maquinaria de ataque mediante la produccién de
enzimas que degradan la pared celular vegetal (poligalacturonasas, pectinasas,
xilanasas y proteasas) (Di Pietro et al, 2009), la produccién de enzimas que degradan
los compuestos toxicos de las plantas como tomatinasas y lacasas y el refuerzo de su
pared celular para resistir los dafios causados por estas sustancias toxicas (Cafiero &
Roncero, 2008; Pareja-Jaime et al, 2008). Tras superar estas defensas, el hongo invade
la corteza radical creciendo por los espacios inter- e intracelulares alcanzando los
vasos del xilema a través de orificios (figura 3B), y utilizdndolos como avenidas para
colonizar el tallo y las partes aéreas de la planta (figura 3C). A medida que crece, el
micelio se ramifica y produce microconidios, los cuales suben por los vasos gracias a la
corriente de savia. El hongo también es capaz de avanzar lateralmente penetrando en

los vasos del xilema adyacentes (Agrios, 1997).
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La proliferacidn del micelio y el desarrollo de estructuras de defensa en la planta
para detener al patégeno provocan la obstruccion de los vasos conductores originando
un desequilibrio hidrico tras el cual las hojas cierran sus estomas, comienzan a
amarillear y finalmente se marchitan, junto con el tallo y el resto de la planta. En este
momento, el hongo coloniza la planta moribunda y crece vigorosamente como
saprofito, produciendo gran cantidad de clamidosporas (figura 3D), que caeran al

suelo hasta la aparicién de un nuevo hospedador (Beckman, 1987).

1.5. Desarrollo y control de la fusariosis vascular

La marchitez vascular por fusariosis aparece primero como un ligero
aclaramiento del nervio en la parte exterior de las hojas mas jovenes, seguido de
epinastia en las hojas mas viejas. En el estadio de plantula, los vegetales infectados
por F. oxysporum pueden marchitarse y morir poco tiempo después de la aparicion de
los primeros sintomas. En plantas de mayor edad aparecen el atrofiamiento vy
amarilleo de las hojas inferiores, la formacion de raices adventicias, la marchitez de las
hojas y tallos mas jévenes, la defoliacidn, la necrosis marginal de las hojas restantes y
finalmente la muerte de la planta (Agrios, 1997). La infeccion generalmente se
desplaza en sentido ascendente a través de la planta, siendo el oscurecimiento del

tejido vascular un sintoma caracteristico de la marchitez.

El patégeno tiene una capacidad limitada para invadir tejidos vivos de la planta.
Puede crecer en las condiciones pobres de nutrientes de los vasos conductores de
agua, pero sélo invaden el resto de la planta cuando ésta se debilita o muere por
estrés hidrico. Por otro lado, el bloqueo del xilema a menudo se produce por la propia
reaccién de la planta frente a la invasidn. En estos casos, la planta produce una rapida
acumulacién de geles vasculares pécticos o bien genera estructuras globosas (tilosas),
en un intento de contener la proliferacién del hongo. Si la infeccidn inicial no es grave
y la planta responde rdpidamente, logra contenerla en unos cuantos vasos. Si por el
contrario la infeccion inicial es elevada y la respuesta de la planta lenta, ésta es
totalmente colonizada y muere. En este caso, el hongo crece desde el xilema hacia los

tejidos parenquimaticos y produce muchas clamidosporas (Agrios, 1997).

En la actualidad, el uso de cultivares resistentes es la Unica medida efectiva y
econdémicamente rentable para controlar la enfermedad causada por F. oxysporum. A

pesar de ello, en muchos lugares del mundo donde la resistencia aun no se ha
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incorporado a las variedades mejor adaptadas o preferidas, se intentan practicar otras
medidas de control como son los métodos fisicos, quimicos o bioldgicos. Los fisicos
consisten en la esterilizacion de las semillas y rotacidon de los cultivos; éstos son
econdmicos e inocuos para el ambiente pero su eficacia es limitada debido a la amplia
distribucidn y persistencia del hongo en el suelo. Los quimicos, como los tratamientos
con fungicidas o compuestos activadores de la respuesta sistémica adquirida, son
altamente efectivos pero muy costosos y dafiinos para el medio ambiente. Y los
bioldgicos, como el empleo de bacterias y hongos antagonistas o la proteccién cruzada
con aislados de Fusarium no patégenos. Los conocimientos del control bioldgico de
Fusarium se limitan a estudios sobre produccion de compuestos y su efecto en la

patogénesis (Olivain et al, 2003).

1.6. Mecanismos de infeccion

Los hongos patégenos han desarrollado numerosas estrategias con el fin de
penetrar en la planta, invadir sus tejidos, crecer y propagarse en su interior. A
diferencia de bacterias y virus, son capaces de desarrollar mecanismos activos de
penetracion, que implican la degradacion de las barreras vegetales externas mediante

una combinacién de procesos enzimaticos y mecanicos (Agrios, 1997).

Los patdégenos que penetran la planta por zonas aéreas se encuentran con la
cuticula, una capa impermeable de cutina, que debe ser superada mediante la accién
enzimatica de cutinasas secretadas y/o mediante la formacidon de estructuras de
infeccién especializadas, como apresorios o tubos de penetracidn, los cuales
proporcionan la presién necesaria para atravesar la superficie exterior (Agrios, 1997).
Por el contrario, en patégenos del suelo la primera barrera fisica es la pared celular.
Por tanto, la penetracidn a través de la raiz requiere la accién de enzimas hidroliticas
como celulasas y pectinasas. Los patégenos fungicos son muy versatiles en la
produccién de enzimas extracelulares capaces de degradar la pared celular vegetal,

como es el caso de F. oxysporum (Di Pietro et al, 2009).

Tras la penetracidn, los hongos contrarrestan la defensa de la planta secretando
toxinas y/o compuestos analogos a hormonas vegetales, como las fitotoxinas,
alterando la fisiologia de la planta en su propio beneficio. También se ha descrito la
produccién, por parte del patégeno, de sustancias supresoras llamadas efectores,

capaces de anular o disminuir la respuesta de defensa de la planta (Agrios, 1997).
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Muchos hongos fitopatdégenos poseen enzimas que detoxifican los compuestos
antifungicos de la planta. Un ejemplo es la tomatinasa, que ha sido bien caracterizada
en F. oxysporum (Pareja-Jaime et al, 2008; Roldan-Arjona et al, 1999). Su accién no
sélo provoca la detoxificacién de la a-tomatina, sino que el producto de la hidrélisis de

ésta suprime las respuestas de defensa de la planta (Bouarab et al, 2002).

Algunas de estas moléculas sintetizadas por los hongos son responsables del
establecimiento de la enfermedad, y su carencia causa la ausencia de sintomas
(Jackson & Taylor, 1996). Por ello, las moléculas necesarias para la infeccién se
denominan factores de patogenicidad y aquellas que contribuyen a la capacidad de
infectar y provocar los sintomas de la enfermedad de denominan factores de

virulencia.

1.7. Mecanismos de defensa de la planta

Los mecanismos de defensa de las plantas son diversos y abarcan desde la
proteccion no especifica y pasiva que confieren las barreras como la cuticula y la pared
celular, hasta respuestas activas y altamente especificas propias de cada hospedador o
de un cultivo determinado (Jackson & Taylor, 1996). En general, las plantas hacen
frente a los patégenos con dos tipos de defensas: estructurales, que actian como
barrera fisica limitando la entrada e invasion por parte del patdgeno y bioquimicas,
donde una serie de reacciones dirigidas a la produccién de sustancias toxicas para el

patégeno inhiben o limitan su crecimiento y proliferacién en la planta.

La superficie de la planta, recubierta por cutina, actla como un
impermeabilizante al agua y a los microorganismos, constituyendo la primera linea de

defensa frente a los patégenos.

Una vez que el patogeno llega al interior de la planta, éste la coloniza a través de
los espacios intercelulares, pasando de una célula a otra. En este punto la planta ha
activado sus mecanismos de defensa generando una serie de barreras fisicas que
impiden el avance del patdgeno. Este tipo de defensa se basa en el engrosamiento de
la pared celular por calosa y lignina, reforzando los posibles sitios de penetracidn y/o

en lugares donde se encuentra el hongo (Hammond-Kosack & Jones, 1996).

Otro mecanismo es la produccién de compuestos quimicos como toxinas,

compuestos con actividad antimicrobiana o especies reactivas de oxigeno (EROs)
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(Hammond-Kosack & Jones, 1996; Lamb & Dixon, 1997). Las toxinas se sintetizan como
consecuencia del metabolismo de la planta, o bien a través de reacciones dirigidas a su
produccién (Bednarek & Osbourn, 2009; Morrissey & Osbourn, 1999; Osbourn, 1996).
Estas se clasifican en fitoanticipinas, si se producen de forma constitutiva, como lat -
tomatina del tomate (Roddick, 1977) o como fitoalexinas, que se inducen en mayor
cantidad cuando hay infeccién, como la pisatina del guisante (Matthews & Van Etten,
1983). Las plantas producen de forma constitutiva un gran nimero de compuestos
antimicrobianos como son los fendlicos, glicosidicos, lactonas insaturadas, compuestos

azufrados, saponinas, dienos, etc (Prusky & Keen, 1993).

La respuesta hipersensible (HR) es la mds caracteristica y efectiva de las
defensas bioquimicas inducidas tras el reconocimiento del patégeno. Este mecanismo
se basa en la rapida muerte programada de las células vegetales alrededor del foco de
infecciéon, formando dareas necrdticas donde el patégeno queda confinado. Esta
respuesta esta asociada a un conjunto de modificaciones metabdlicas que incluyen la
generacidon de EROs y la activacion transcripcional de sistemas de defensa. Como
resultado, las células de la planta se mueren, se produce una acumulacién local de
fitoalexinas y se refuerza la pared celular gracias a la deposicién en ella de calosa,
lignina y suberina (Lamb & Dixon, 1997). Ademas, se producen proteinas relacionadas
con la patogénesis (PR) a nivel sistémico que se acumulan durante varios dias y
difunden por toda la planta, dando lugar a una resistencia sistémica adquirida (SAR)
que le permite a la planta reaccionar rapidamente en infecciones posteriores ante la

llegada del mismo u otro patdgeno relacionado (Dixon & Lamb, 1990)

1.8. Interaccion planta-patégeno

La interaccion planta-patdgeno es un proceso complejo con varios estadios en
los que actian mecanismos de reconocimiento a distintos niveles. La combinacién de
todos ellos determina el éxito o fracaso de la infeccién (Callow, 1987). Los patdgenos
deben detectar la proximidad de la planta y poner en marcha su maquinaria de ataque
y la adaptacién al interior de la misma. Por su parte, la planta debe reconocer la
presencia del patégeno y desarrollar una respuesta de defensa para detener la
invasién del mismo. La deteccion del patégeno es, por tanto, el primer paso para que
la planta responda activando su defensa y evitando asi la infeccidn.

En general, las especies vegetales no son hospedadoras para la mayoria de los

patdgenos, por lo que se les puede considerar resistentes a los mismos; ésta es la
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llamada resistencia general. Los patdgenos vegetales producen diversas moléculas que
pueden ser potencialmente detectadas por la planta, como es el caso de algunos
polisacaridos o glicoproteinas presentes en las paredes fungicas que advierten a la
planta de la presencia del patdgeno. Sin embargo, el patégeno puede desarrollar
mecanismos para evitar ser reconocido como un agente extrafio por parte de la
planta. Por tanto, la planta se convertiria en hospedadora para ese patégeno en
particular, dando lugar a una interaccion compatible. En F. oxysporum la
compatibilidad bdsica se establece a nivel de razas fisioldgicas, avirulentas o
virulentas, y cultivares, resistentes o sensibles. El concepto de virulencia, por tanto, se
refiere al hecho de que una determinada raza fisiologica pueda provocar distintos

grados de enfermedad sobre determinados cultivares.

En los afios 50, se propuso la hipétesis denominada “gen por gen”(Flor, 1942;
Flor, 1971) segun la cual para cada gen de avirulencia (avr) del patégeno existe en la
planta el correspondiente gen de resistencia (R). La pérdida o mutacién de un gen avr
conllevaria la desapariciéon de la resistencia mediada por el correspondiente gen R
(Farman et al, 2002)

La interaccion entre F. osysporum f. sp. lycopersici y la planta de tomate cumple
con el citado modelo "gen por gen". En esta forma specialis se definen tres razas (tabla
1), nombradas por orden de descubrimiento, que se distinguen por su respuesta
frente a los genes de resistencia I-1, I-2 e I-3. El gen /-1 confiere resistencia contra la
raza 1, el I-2 protege contra la raza 2 y el /-3 contra la raza 3. La raza 2 es virulenta en
lalinea /-1 ylaraza 3 loesenlaslineas /-1 e I-2. Sin embargo, la raza 1 no se define en
relacidn al gen I-2 y puede ser dividida en grupos en funcién de su virulencia sobre
esta linea (Mes et al, 1999). Del mismo modo, las razas 1y 2 no se definen en relacién
al gen I-3 y entre los integrantes de estas razas pueden establecerse subgrupos en

funcién de su virulencia en esta linea (Rep et al, 2005).

Tabla 1. Razas existentes en F. oxysporum f. sp. lycopersici (Rep et al, 2005).

Raza Gen R en cultivares de tomate

I-1 1-2 -3
Raza 1 No virulenta Virulentaono  Virulenta o no
Raza 2 Virulenta No virulenta  Virulenta o no
Raza 3 Virulenta Virulenta No virulenta
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Se ha demostrado que F. oxysporum secreta una proteina, llamada Six1, durante
la colonizacion del xilema que media la resistencia por el gen /-3. Las cepas afectadas
en el gen six1, también llamado avr3, son virulentas en plantas /-3, mientras que las
que lo expresan correctamente son avirulentas. Estos resultados indican que el
reconocimiento y la resistencia de las plantas /-3 hacia F. oxysporm estd mediado por
six1 (Rep et al, 2004).

Recientemente se identific6 en F. oxysporum otro gen de avirulencia
denominado avrl (Houterman et al, 2008). El producto de este gen no solo actua
como factor de avirulencia en plantas /-1, sino que también suprime la resistencia
mediada por efectores en plantas /-2 e I-3. Asi, cepas de F. oxysporum de las razas 2 y
3, por definicidn no patdgenas en plantas I-2 e /-3 respectivamente, se vuelven
patdgenas al expresar avrl (Houterman et al, 2008). Six3 codifica para otro gen de

avirulencia (avr2) que confiere resistencia en plantas /-2 (Silva et al, 2008).

1.9. Genes fuingicos esenciales para la patogénesis

El creciente nimero de aislados patdgenos resistentes a fungicidas representa
una amenaza para la agricultura, la medicina y la veterinaria, obligando al desarrollo
de nuevos principios activos. Sin embargo, debido a la frecuente resistencia cruzada,
se requieren nuevas dianas para disefiar antifungicos con nuevos modos de accion. La
informacién obtenida a partir de la secuenciacidn de los genomas de hongos facilita la
identificacidon de nuevos genes y proteinas Utiles para el disefio de agentes con accion
dirigida (Isaacson, 2002). La comprension de las bases moleculares del proceso de
infeccion puede contribuir al desarrollo de estrategias para el control de la

enfermedad.

En F. oxysporum, al igual que en otros hongos patdgenos, se han empleado dos
tipos de aproximaciones para la identificacién de genes esenciales en patogénesis. La
estrategia denominada genética inversa consiste en la anulacién dirigida de genes que
codifican proteinas implicadas en funciones bioldgicas conocidas y presumiblemente
relevantes para el proceso de infecciéon (Di Pietro et al, 2003). Por otro lado, en la
genética directa se buscan mutantes de patogenicidad obtenidos mediante insercion
al azar de fragmentos de ADN, por transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens (de Groot et al, 1998), por integracion de elementos genéticos moéviles (Li

Destri Nicosia et al, 2001; Lopez-Berges et al, 2009) o por la integraciéon de ADN
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transformante mediada por enzimas de restriccidon (Imazaki et al, 2007; Namiki et al,
2001), y la posterior identificacion del gen interrumpido (Lopez-Berges et al, 2009;
Madrid et al, 2003). No obstante, la anulacién dirigida de genes ha sido el método que

ha generado mayor informacion.

La tabla 2 resume los genes caracterizados en F. oxysporum que han resultado
esenciales o estan implicados de alguna manera en la patogénesis. Muchos de estos
genes no son factores determinantes de patogenicidad, pero si factores de virulencia,

debido sobre todo a la redundancia genética y funcional existente en F. oxysporum.

Tabla 2. Genes de F. oxysporum con efecto en patogénesis vegetal.

Virulencia

Gen Anotacion ke Referencia

abc3 Transportador de varias drogas reducida (Lopez-Berges et al, 2012)

areA ::tcatzrc)li(:::notrj\;s;irtifg;r;oGATA; Activador del reducida (Lopez-Berges et al, 2010)

beas Beauvericina-enniatina sintasa reducida (Lopez-Berges et al, 2012)

bmh2 Proteina 14-3-3 reducida (Miguel-Rojas & Hera, en preparacion)
chsV Quitin sintasa clase V avirulento (Madrid et al, 2003)

chsVb Quitin sintasa clase VII avirulento (Martin-Urdiroz et al, 2008)

chsV/chsVb Quitin sintasa clase V / Quitin sintasa clase VII avirulento (Martin-Urdiroz et al, 2008)

chs2 Quitin sintasa 2 reducida (Martin-Urdiroz et al, 2008)

chs7 Chaperona de quitin sintasas reducido (Martin-Urdiroz et al, 2008)

clcl Canal de cloro dependiente de voltaje reducida (Cafiero & Roncero, 2008)

con7 Factor de transcripcién avirulento (Pareja-Jaime, et al, en preparacion)
ctf1/ctf2 Regulador de lipasas/Regulador de lipasas reducida (Bravo-Ruiz et al, 2013)

fbp1 Proteina F-box reducida Este trabajo

fgal Subunidad a de proteina G reducida (Jain et al, 2002)

fga2 Subunidad a de proteina G avirulento (Jain et al, 2005)

fgb1 Subunidad b de proteinas G reducida (Delgado-Jarana et al, 2005)

fhk1 Histidina quinasa reducida (Rispail & Di Pietro, 2010)

fmk1 MAP quinasa avirulento (Di Pietro et al, 2001)

fnrl Factor de transcripcién reducida (Divon et al, 2006)

frp1 Proteina F-box avirulento (Duyvesteijn et al, 2005)

gasl Beta-1,3-glucanosiltransferasa avirulento (Caracuel et al, 2005)

gnt2 N-acetilglucosamina transferasa reducida (Loépez-Fernandez et al, 2013)
gtr1%e GTPasa tipo Rag reducida (Navarro-Velasco, Tesis doctoral 2013)

Factor de transcripcién bZIP; Regulador de la

hapX homeostasis del hierro

reducida (Lopez-Berges et al, 2012)

laeA Regulador de metabolitos secundarios reducida (Lopez-Berges et al, 2012)
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Tabla 2. Continuacion.

Gen Anotacion Z:l:; r:‘ct': Referencia

meaB E:tcz:gglis‘.jiotdrzr;ci:z;f:o bZIP; Represor del reducida (Lopez-Berges et al, 2010)
msb2 Mucina transmembrana reducida (Perez-Nadales & Di Pietro, 2011)
rhol GTPasa tipo Rho avirulento (Martinez-Rocha et al, 2008)
rim15 Proteina quinasa reducida (Navarro-Velasco, Tesis 2013)
SCL7A5 Transportador de aminodcidos reducida (Navarro-Velasco, Tesis 2013)
SCL15A Transportador de aminodcidos reducida (Navarro-Velasco, Tesis 2013)
snfl Proteina quinasa reducida (Ospina-Giraldo et al, 2003)
sst2 Regulador de proteinas G reducida (Michielse & Rep, 2009)
stel2 Factor de transcripcion reducida (Rispail & Di Pietro, 2009)
tom1 Tomatinasa 1 reducida (Pareja-Jaime et al, 2008)
tsc2 Proteina activadora de GTPasa reducida (Navarro-Velasco, Tesis 2013
veA :Z:aeti;ji;/r:::c[rg:ﬁzta ala luz, desarrolio y reducida (Lopez-Berges et al, 2012)
velB Ortdlogo de Velvet B reducida (Lopez-Berges et al, 2012)

2. Modificaciones proteicas sefializadoras: ubiquitinacion vy
fosforilacion como reguladores moleculares

2.1. Ubiquitinacién y degradacidn proteica

El recambio proteico es un mecanismo muy importante para la regulacion de las
funciones celulares en eucariotas. Durante la protedlisis, las proteinas son hidrolizadas
hasta aminoacidos y éstos son usados para la sintesis de nuevas proteinas. La
protedlisis es un proceso altamente especifico en el que estan implicadas un grupo
diverso de enzimas llamadas proteasas. En los organismos eucariotas, existen dos vias
principales para la degradacidn de proteinas: la protedlisis lisosomal y el sistema del

proteasoma-ubiquitina (Lecker et al, 2006).

Algunas proteinas citosélicas son degradadas por los lisosomas tras ser envuetas
por vacuolas autofagicas que se fusionan con lisosomas, proceso que se ve acelerado
en hambre de carbono y nitrégeno (Baehrecke, 2005). Las proteinas que son
susceptibles de ser degradadas por esta via son aquellas que tienen una vida media
larga pero que no son indispensables. Sin embargo, la mayoria de las proteinas

intracelulares son degradadas por la via del proteasoma-ubiquitina, el cual es un
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sistema que degrada proteinas con un alto grado de especificidad (Glickman &
Ciechanover, 2002; Lecker et al, 2006).

La via de degradacion de proteinas intracelulares a través del proteasoma-
ubiquitina hace uso de moléculas de ubiquitina para marcar las proteinas diana para
su rapida protedlisis. La ubiquitina es una proteina reguladora de 76 aminodcidos que
se encuentra altamente conservada en eucariotas. Las proteinas se marcan por la
adicion de multiples moléculas de ubiquitina para posteriormente ser reconocidas y
degradadas a pequefios péptidos por el proteasoma 26S, un gran complejo
multicatalitico con funcidn proteasa que libera las moléculas de ubiquitina para ser
reutilizadas (Glickman & Ciechanover, 2002). Tres componenetes enzimaticos son
necesarios para ensamblar las cadenas de ubiquitina en los sustratos que son
destinados a su destruccidon proteolitica. Primero, la ubiquitina es activada por la
enzima E1 (enzima activadora de ubiquitina) a través de una reaccidon que requiere
ATP como fuente de energia y en la que se forma un enlace tioéster entre el grupo
carboxilo terminal de la ubiquitina y el grupo sulfhidrilo o tiol (-SH) de la citeina de E1.
La ubiquitina ahora es transferida a una enzima conjugadora de ubiquitinas E2 a través
de una reaccidon de tioesterificacion. En el paso final de la cascada de ubiquitinacion,
una proteina ligasa E3 de ubiquitinas (a menudo llamada simplemete ligasa de
ubiquitina) cataliza la transferencia de la ubiquitina a un sustrato especifico mediante
la crecion de un enlace isopeptidico entre una lisina de la proteina dianay la glicina del
extremo C-terminal de la ubiquitina (figura 4). Las lisinas de las ubiquitinas ya
conjugadas al sustrato pueden ser la diana para la adicion de nuevas moléculas de
ubiquitina mediante la formacion de un nuevo enlace isopeptidico (Ciechanover &
Iwai, 2004; Pickart, 2001; Weissman, 2001). Este residuo de lisina a través del cual se
produce la poliubiquitinacién es muy importante. Por ejemplo, la formacién de
cadenas de ubiquitina a través de las lisinas, Lys-48 y Lys-29, pueden actuar como
sefial para que los sustratos poliubiquitinados sean reconocidos y degradados por el
proteasoma 26S (Hershko & Ciechanover, 1998; Spruck & Strohmaier, 2002); sin
embargo, la adicidon de ubiquitinas en otros residuos de lisina, como la Lys-63, podria
actuar como sefial para la reparacidon de ADN, activacidn de factores de transcripcion,
etc. (Weissman, 2001). Por otro lado, la monoubiquitinacidon de proteinas tiene otras
funciones como la endocitosis, la regulacién de histonas, regulacion de factores de

transcripcion, etc. (Hicke, 2001; Silva et al, 2008).
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Las enzimas E3 funcionan como los centros de reconocimiento del sustrato del

sistema y son capaces de interaccionar tanto con E2 como con el sustrato.
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Figura 4. Complejo SCF y ubiquitinacion de proteinas. La ubiquitina es conjugada al sustrato gracias a la
accién de tres enzimas en procesos dependientes de ATP. La formacion de cadenas con varias ubiquitinas
sobre el sustrato normalmente supone su degradacion por protedlisis en el proteasoma 26S. Ver texto
para mas detalle del esquema. Adaptado de (Liu & Xue, 2011).

La importancia del sistema del proteasoma-ubiquitina en eucariotas superiores
ha sido reconocida recientemente tras descubrir que las proteinas F-box son
receptores de varias hormonas vegetales importantes (Mockaitis & Estelle, 2008) y
que mutaciones en la via de la ligasa de ubiquitina E3 dan lugar a enfermedades
humanas (Sakamoto, 2002). El potencial terapeutico del sistema del proteasoma-
ubiquitina ha sido activamente evaluado de forma que se han desarrollado drogas que
actuan como inhibidores del proteasoma para tratar diversas enfermedades
(Mitsiades et al, 2005).

2.2. Ligasas de ubiquitina: Complejo SCF

Las enzimas clave en el proceso de ubiquitinacion son las ligasas de ubiquitina
E3 puesto que son las que actian como moduladores para el reconocimiento del
sustrato y ademads son las que transfieren la ubiquitina activada a dicho sustrato.
Determinadas ligasas de ubiquitina son responsables de la degradacion selectiva de
proteinas puesto que son capaces de unir sustratos especificos que contienen sefiales

de reconocimiento bien definidas (Hershko & Ciechanover, 1998) .

Generalmente, las ligasas de ubiquitina E3 se dividen en dos clases estructurales
muy amplias: la familia con el dominio HECT (homologous to E6-Ap C-terminus), donde
el dominio HECT formado por una ligasa E3 monomérica acepta la ubiquitinade laE2y
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la transfiere al sustrato (Bernassola et al, 2008), y la familia con el dominio RING (really

interesting new gene)(Jackson et al, 2000).

Las proteinas Skp1 (suppressor of kinetochore protein mutant), Cull (cullin) y la
proteina F-box (SCF) son el grupo de ligasas E3 mejor conocido de entre las ligasas
RING. Tres grandes componentes del complejo SCF, Spkl, Cull y Rbx1l (ring-box
protein), constituyen el nucleo invariable que se asocia con una proteina F-box
determinada la cual une los sustratos especificos (figura 4). En asociacidon con las
enzimas E1 y E2, el complejo SCF puede transferir ubiquitinas a la proteina diana
(Connelly & Hieter, 1996; Kamura et al, 1999; Patton et al, 1998).

El complejo de ligasa E3 SCF fue identificado por primera vez en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, donde funciona catalizando la ubiquitinacién, dependiente
de fosforilacidn, de las ciclinas de G1 y los inhibidores de las CDK (Bai et al, 1996;
Feldman et al, 1997; Skowyra et al, 1997). Ademas juega un papel muy importante en
la regulacion de factores de transcripcion (Kaiser et al, 2000) y reguladores implicados
en las fases G2 y M del ciclo celular (Bastians et al, 1999; Michael & Newport, 1998),

asi como en el marcaje de otras proteinas celulares para su degradacion.

2.3. Proteinas F-box

Las proteinas F-box son proteinas que contienen un dominio F-box, un motivo
estructural de aproximadamente 50 aminodcidos inicialmente identificado en la ciclina
F en humanos (D’Angiolella et al, 2013). Estas proteinas generalmente interaccionan
con Spkl en los complejos ligasa E3 o SCF participando en la ubiquitinacion vy
degradacion de las proteinas. Son las responsables de la especificidad de sustrato en
los complejos SCF ya que interacccionan con las proteinas diana a través de sus
dominios de unién a proteina localizados en el extremo C-terminal, donde se incluyen
las repeticiones ricas en leucina (LRR), repeticiones WD40, dedos de zinc y dominios
ricos en prolina (Cardozo & Pagano, 2004; Kipreos & Pagano, 2000). Por tanto, se
encargan de reclutar el sustrato al nucleo del complejo SCF a través de la interaccion
entre el dominio F-box y la proteina Skp1 (Bai et al, 1996). Sin embargo, para que las
proteinas F-box reconozcan a sus sustratos es necesario que éstos previamente se

encuentren fosforilados.

Existe un gran numero de proteinas F-box en todos los organismos eucariotas

estudiados hasta ahora, y muy probablemente cada una de ellas se una a multiples
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sustratos para su ubiquitinacidn. Las proteinas F-box en hongos son muy importantes
en la regulacién de varios procesos celulares como el ciclo celular, el reloj circadiano,
la transcripcion, el desarrollo, la transduccion de sefiales y la percepcion de nutrientes
(Jonkers & Rep, 2009). Se han realizado numerosos estudios en las dos levaduras
modelo S. cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe para comprender mejor el
funcionamiento de las ligasas E3 SCF. S. cerevisiae contiene al menos 20 proteinas con
dominio F-box y muchas de ellas han sido estudiadas en profundidad como la proteina
resistente a la represiéon por glucosa 1 (GRR1) (Jonkers & Rep, 2009). GRR1 forma

GRR1 & interacciona con Skp1l a través de su dominio F-

parte del complejo ligasa E3 SCF
box y con sus sustratos a través del dominio LRR. Se identificd inicialmente como un
elemento responsable de la represién por glucosa (Flick & Johnston, 1991) pero
también participa en la regulacién del ciclo celular (Li et al, 2006; McCourt et al, 2013)

y en el control de la percepcidn de nutrientes (Spielewoy et al, 2010).

A pesar de la gran cantidad de estudios que existen en los organismos modelo,
como S. cerevisiae, se conoce muy poco de las ligasas E3 SCF en otros hongos. Puesto
que la via del proteasoma-ubiquitina se usa como diana terapedutica en enfermedades
humanas (Mitsiades et al, 2005), resultaria interesante entender las bases moleculares
que rigen esta via en hongos patdgenos para el desarrollo de nuevos agentes

antifungicos.

2.4. Proteinas F-box en patogenos fuingicos

La implicacién de las proteinas F-box en patdgenos ha sido estudiada tanto en
hongos patdgenos humanos (Candida albicans y Cryptococcus neoformans) como en
patdgenos de plantas (especies de Fusarium y Magnaporthe oryzae). La mayor parte
de estas investigaciones se han centrado en buscar homdlogos a GRR1 de S. cerevisiae,
demostradose que estas proteinas F-box son importantes para la patogenicidad del
hongo (Liu & Xue, 2011).

En C. neoformans se ha identificado Fbpl como una proteina F-box que
presenta similaridad con GRR1 de S. cerevisiae e interacciona fisicamente con
homalogos de Skp1, sugiriendo que puede formar parte de la ligasa de ubiquitina E3
SCF (Liu et al, 2011).

Tanto GRR1 como CDC4 son requeridas para la transicion morfolégica entre

levadura y forma hifal que sufre C. albicans, la cual es un importante factor de invasién
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del hospedador y establecimiento de la enfermedad (Atir-Lande et al, 2005; Butler et
al, 2006; Shieh et al, 2005). Sin embargo, aunque la degradacidn de proteinas mediada
por la ubiquitinacion esta implicada en el cambio dimorfico de C. albicans, no se ha

establecido un papel directo entre estas proteinas y la virulencia.

En hongos filamentosos, como es el caso de las distintas especies de Fusarium
existen un mayor numero de proteinas F-box que en levaduras: entre 60-94 en
Fusarium en comparacion con unas 20 en levaduras. Esto sugiere que las proteinas F-
box contribuyen a la regulaciéon de procesos metabdlicos y del desarrollo complejos.
En Fusarium graminearum, F. oxysporum y M. oryzae, todos ellos patdgenos de
plantas y responsables de grandes pérdidas econdmicas en cultivos de interés, se han
identificado proteinas F-box implicadas tanto en patogénesis como en multiples
funciones celulares (Duyvesteijn et al, 2005; Han et al, 2007; Miguel-Rojas & Hera,
2013; Sweigard et al, 1998).
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2.5. Fosforilacion y cascadas de transduccidn de seiales

Los hongos son capaces de sentir y responder a cambios en el medio ambiente.
Las vias de transduccién de sefiales juegan un papel muy importante en la percepcién
de estos cambios y la posterior activacién de la maquinaria intracelular para adaptar la
respuesta celular. Normalmente, la transduccidn de sefiales implica la unién de un
ligando a un receptor permitiendo un cambio conformacional en éste y la posterior
activacion de uno o varios componentes aguas abajo de la cascada. Finalmente, se
producirdn cambios en el patron de expresion de genes dentro de la respuesta celular

y se alterard el comportamiento celular.

En eucariotas, una familia de serina/treonina proteinas quinasas conocidas
como proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPKs) funcionan en la
transduccion de una gran cantidad de sefiales extracelulares y en la regulacién del
desarrollo de varios procesos (Widmann et al, 1999). La via MAP quinasa estd
constituida por un médulo muy conservado de tres quinasas: la MAP quinasa (MAPK),
la MAP MAP quinasa (MAPKK) y la MAP MAP MAP quinasa (MAPKKK o MEK) que
secuencialmente se activan las unas a las otras por fosforilacidn (figura 5). Las sefiales
aguas arriba de estas vias son detectadas por receptores especificos desencadenando
con ello la transduccidn de la sefial bien de forma directa a través del mddulo central o
bien a través de componentes intermediarios de la sefializacion. Las MAPK quinasas,
que estan altamente conservadas a lo largo de la evolucién, fosforilan un grupo de
sustratos muy amplio de entre los cuales se encuentran factores de transcripcion,
reguladores de la traduccién, proteinas quinasas activadas por MAPK, fosfatasas y
otras clases de proteinas implicadas en regulacion del metabolismo, morfologia
celular, progresién del ciclo celular y expresién génica en respuesta a una gran

variedad de estreses extracelulares (Qi & Elion, 2005).

2.5.1. Rutas MAP quinasas en S. cerevisiae

En S. cerevisiae, las cascadas MAPK constituyen una via de sefializacién esencial
implicadas en aspectos clave del ciclo de vida de la levadura (Chen & Thorner, 2007).
Estos grandes modulos proteicos asi como sus reguladores aguas arriba y sus sustratos
aguas abajo estdn altamente conservados incluso en sus parientes lejanos los hongos,

incluyendo patdgenos de plantas (Rispail et al, 2009).
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Cuatro rutas MAP quinasas regulan el crecimiento celular y la morfogénesis en
respuesta a diferentes estimulos medioambientales en levaduras (figura 5): Fus3 que
controla la respuesta a feromonas de apareamiento sexual, Kssl que regula el
crecimiento invasivo y filamentoso, Mpk1/Stl2 que controla el remodelado de la
superficie celular en respuesta a estrés hiposmotico y Hogl que es requerido para la
adaptacion a estrés hiperosmadtico (Chen & Thorner, 2007). Una quinta ruta MAP
quinasa, Smk1 regula especificamente la esporulacion (Gustin et al, 1998). Es una ruta
singular porque sdlo se expresa en las Ultimas etapas de la meiosis (Krisak et al, 1994)
y pierde las quinasas MEK y MEKK. No presenta homologia en otros hongos, excepto
para algunos ascomicetos como Ashbye gossypii y Kluyveromyces lactis (Zhao et al,
2007). Algunas revisiones recientes proporcionan una visibn muy amplia a cerca de
estas rutas de sefializacién en levaduras desde las sefiales que las desencadenan hasta

las dianas transcripcionales (Chen & Thorner, 2007; Hamel et al, 2012).
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Figura 5. Rutas MAPK en Saccharomyces cerevisiae. (Ver texto para mas detalle de cada una de las rutas
de sefializacidn). Adaptado de (Hamel et al, 2012).
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2.5.2. Rutas MAP quinasa en hongos patégenos

Los hongos patdgenos de plantas han desarrollado estrategias para reconocer el
hospedador adecuado, penetrar e invadir el tejido vegetal, derrotar las defensas de la
planta y finalmente optimizar su crecimiento en su interior. Para llevar a cado estas
tareas, los hongos deben ser capaces de percibir las sefiales fisico-quimicas del
hospedador para que éstos puedan responder con los necesarios cambios metabdlicos
y morfoldgicos, como por ejemplo, adhesidn a la superficie de la planta, diferenciacion
de estructuras especializadas de infeccidn, secrecion de fitotoxinas y enzimas liticas
(Knogge, 1996). Muchas de estas respuestas requieren la sintesis de productos génicos
muy especificos que dependen de vias de transduccidén de sefiales muy conservadas
como por ejemplo, la activacion de proteinas G (Bolker, 1998), la sefializacién por
cAMP (Lee & Dean, 1993; Mitchell & Dean, 1995) y las cascadas de proteinas quinasas
activadas por mitégeno (MAPK) (Xu & Hamer, 1996; Xu et al, 1998).

Tras la caracterizacion de la primera ruta MAPK en el hongo patdgeno del arroz
M. grisea (Xu & Hamer, 1996), muchas otras rutas MAPK se han identificado a lo largo
de la ultima década tanto en patdgenos de plantas como de humanos, demostrandose
que regulan la infeccidn a través de la morfogénesis y la virulencia (Zhao et al, 2007).
En muchos casos, las rutas MAPK conservan una organizacion, estructura y funcion
similares, sin embargo, existen diferencias muy importantes que reflejan Ia
especializacion de estas vias y la influencia de su papel en virulencia.

La gendmica comparativa ha facilitado el estudio de las vias de sefializacién en
hongos (Rispail et al, 2009) y completas cascadas de sefalizacion MAPK han sido bien
definidas en hongos patégenos de plantas. Una reciente y completa revision de todas
las rutas MAPK conocidas hasta la fecha en hongos patdgenos la encontramos en
Hamel (2012).
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3. Proteinas 14-3-3

Las proteinas 14-3-3 constituyen una familia de proteinas acidas, diméricas y
altamente conservadas. Cada subunidad presenta una masa aproximada de 30 kDa. Su
nombre procede de una clasificacion sistematica que se realizd de las proteinas de
cerebro en 1967. Los nimeros del nombre proceden del nimero de la fraccion en la
gue se obtuvieron tras una cromatografia de intercambio idnico y la posterior posicion

en un gel de electroforesis (Moore & Perez, 1967).

Inicialmente fueron identificadas como proteinas especificas del cerebro pero
mas tarde se encontré que estaban presentes en todos los tejidos y organismos
eucariotas estudiados. Muchos contienen multiples isoformas, por ejemplo en
mamiferos se han identificado siete mds sus correspondientes versiones fosforiladas,
mientras que la planta modelo Arabidopsis thaliana contiene al menos 13 isoformas.
Las levaduras S. cerevisiae y Sz. pombe (Ford et al, 1994; Heusden et al, 1995; van
Heusden et al, 1992) contienen Unicamente dos isoformas cada una, mientras que la

levadura patégena C. albicans solo tiene una.

Los alineamientos de las proteinas 14-3-3 de distintos organismos, desde
levaduras a humanos, demuestran que son proteinas altamente conservadas a lo largo
de la evolucién aunque el extremo carboxi terminal es bastante variable (van Heusden
& Steensma, 2006).

Son proteinas capaces de unirse a numerosos sustratos y hasta la fecha se han
identificado aproximadamente 200 en diversos organismos eucariotas como humanos,
levaduras y plantas (Tinti et al, 2014; van Heusden, 2009) . Estos ligandos estan
implicados en casi todos los procesos celulares y en la mayoria de los casos se
encuentran fosforilados cuando se unen a las proteinas 14-3-3. La versatilidad de
unién a diferentes sustratos hace que estas proteinas estén relacionadas con muchas
enfermedades como el cancer, el Alzheimer, la ataxia espinocerebelosa tipo 1 y la

encefalopatia espongiforme bovina (BSE) (Li et al, 2013; Qureshi et al, 2013).

3.1. Estructura y dimerizacion

Las proteinas 14-3-3 son por naturaleza proteinas diméricas que pueden formar
homo- o heterodimeros con las demas isoformas (Jones et al, 1995). Estudios

estructurales confirman su naturaleza dimérica y ademds revelan que cada mondmero
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esta constituido por 9 a-hélices antiparalelas (figura 6) (Liu et al, 1995; Xiao et al,
1995). El dimero, con forma de U, presenta en el centro un canal bastante profundo
con dos surcos anfipaticos capaces de unir dos péptidos del ligando. Los residuos del
interior del canal estan altamente conservados entre las diferentes isoformas,

mientras que los residuos mas variables constituyen la superficie externa de la

proteina.

Figura 6. Estructura cristalina de la
isoforma 14-3-37 de humanos.
Visién ortogonal del dimero unido a
un fosfopéptido (representado por
palitos). Imagen tomada de
(Obsilova et al, 2008)

Todas ellas comparten una estructura muy similar constituida por un dominio
de dimerizacion localizado en el extremo amino terminal y un dominio de unién a
ligando. Estudios de cristalografia han demostrado que el dominio de unién al ligando
abarca residuos desde el extremo amino- al extremo carboxi- terminal de la proteina,
mientras que el dominio de dimerizacidon supone la interconexidn de varias regiones
localizadas en el extremo amino- terminal (Ichimura et al, 1995; Liu et al, 1995; Luo et
al, 1995; Wang et al, 1998; Xiao et al, 1995; Zhang et al, 1997).

Andlisis en detalle de las interacciones de las proteinas 14-3-3 con sus
correspondientes ligandos han identificado dos motivos de unién éptimos, RSXpSXP y
RX(Y/F)XpSXP (X indica cualquier aminoacido salvo la cisteina), que son reconocidos
por todas las isoformas (Muslin et al, 1996; Rittinger et al, 1999; Yaffe et al, 1997). En
estas secuencias consenso pS se refiere tanto a fosfoserinas como fosfotreoninas. Sin
embargo, aunque la mayor parte de los ligandos contengan uno de estos dos motivos
de unién, varias proteinas contienen otros dominios como: YpTV (Fuglsang et al,
1999), KGQSTpSRG (Waterman et al, 1998) e incluso dominios de unién no
fosforilados, GHSL (Andrews et al, 1998; Du et al, 1996).
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Existen investigaciones confrontadas acerca de si la dimerizacién de estas
proteinas afecta o no a su unidn al ligando (Ichimura et al, 1997; Ichimura et al, 1995;
Luo et al, 1995; Tzivion et al, 2000; Tzivion et al, 1998). Yaffe et al. (1997) demuestran
que polipéptidos sintéticos que tienen dos sitios de unién a proteinas 14-3-3
incrementan su afinidad de unién en mas de 30 veces. De este modo, proteinas que
tienen dos sitios de unién de baja afinidad (dominios de unién no éptimos) se uniran a
proteinas 14-3-3 diméricas pero no en su estado monomeérico, mientras que proteinas
gue tienen un Unico dominio de unién (dominio de unién éptimo) se unirdn también a
las formas monomeéricas. Asi, se ha demostrado que muchas proteinas diana de las 14-
3-3s, como por ejemplo Weel (Honda et al, 1997), que no contienen los motivos de
unién dptimos, requieren la presencia de mas de un sitio de fosforilacién para poder

unirse a las proteinas 14-3-3.

Basandose en todas estas observaciones Yaffe (2002) ha propuesto un modelo
de interaccién 14-3-3/ligando (figura 7). El modelo sugiere que la unién inicialmente
depende de la interaccién de un motivo dominante con una subunidad monomérica
14-3-3 (1). A continuacién, se produce la uniéon de uno o mas sitios secundarios
(débiles) a la segunda subunidad 14-3-3 (2) facilitando de este modo la conformacién
del ligando (por ejemplo, el ligando expone una o mas regiones que eran inaccesibles
en estado libre o unido a una forma monomérica). Si el dominio dominante estuviese
ausente o no fosforilado, el segundo dominio de unidn seria demasiado débil como

para promover una interaccidn estable entre el ligando y la proteina 14-3-3.

Figura 7. Modelo de union ligando-proteina 14-3-3.
El circulo negro representa una regién del ligando
que queda expuesta tras unirse a la proteina 14-3-3.
Imagen tomada de (Yaffe, 2002).

Por tanto, el papel de la dimerizacién se extiende mas de alla de la simple unién
entre ligando-proteina, y pasa a tener un profundo papel en la regulacidn de la funcién
de la proteina diana. El ejemplo mas claro de este concepto se ha demostrado en el
caso de la regulacién de Raf, donde sélo su unién a una forma dimérica de las 14-3-3s

le proporciona su actividad quinasa (Tzivion et al, 2000; Tzivion et al, 1998).
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3.2. Modelos de accién

Las proteinas 14-3-3 son capaces de interaccionar con una gran cantidad de
ligandos interfiriendo en multiples funciones celulares. Sin embargo, todas estas
funciones derivan de su capacidad especifica para unirse a residuos de fosfoserinas y
fosfotreoninas de sus proteinas diana. Por tanto, la variabilidad de las funciones no es
una propiedad intrinseca de las proteinas 14-3-3, sino que es un reflejo de la proteina
diana.

Las distintas funciones de las proteinas 14-3-3 pueden agruparse en cinco
modos de accion principales (figura 8), todos ellos como consecuencia de la unién de
la proteina 14-3-3 a la proteina diana:

(A) Alterar la capacidad de la proteina diana para interaccionar con otras
proteinas. Un ejemplo muy bien estudiado es el de BAD (Datta et al, 2000). La quinasa
AKT cataliza la fosforilacion de BAD lo cual supone su unidn a la proteina 14-3-3,
interfiriendo en su unién con el inhibidor Bcl2. El resultado de esta unién es una

inhibicién de la apoptosis.

BAD
ﬁ m— .‘9:91+

@I 2 T

14-3-3
Nucleus Cytoplasm 4-3-3 14-3-3

®, Tl av,_

14-3-3 i 14-3-3
o 3|

I

P-P
14-3-3

Figura 8. Ejemplos de los modelos de acciéon
de las proteinas 14-3-3. (Para mas detalles

D
kinase et Proteolysis
®E’ ver el texto). Figura tomada de (Tzivion &
Dephosphorylation  avruch, 2002).

(B) Modificar la localizacién de la proteina diana (Muslin & Xing, 2000). Esta
funcién se lleva a cabo a través de dos mecanismo: I. las proteinas 14-3-3 pueden
facilitar el exporte nuclear de su proteina diana a través de su propia secuencia de

exporte nuclear localizada en el extremo carboxilo terminal (Lopez-Girona et al, 1999).
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Il. las proteinas 14-3-3 pueden enmascarar sefiales de importe nuclear de sus
proteinas diana, reduciendo asi el ratio de importe nuclear de éstas (Yang et al, 1999).
Ambos mecanismos en conjunto generan la exclusion del nucleo y la retencion en el
citoplasma de las proteinas diana.

(C) Alterar la actividad catalitica intrinseca de su proteina diana, inhibiendo o
aumentando su funcién.

(D) Proteger a la proteina diana de otras modificaciones como defosforilaciones
o proteolisis.

(E) Servir de puente de unién entre dos proteinas, actuando como una proteina
de andamiaje dependiente de fosforilacion. Esta funcion ha sido demostrada para la

interaccion entre Raf-Bcr (Braselmann & McCormick, 1995).

3.3. Proteinas 14-3-3 en levaduras

Para describir genes que interaccionan genética y/o fisicamente con las BMH de
S. cerevisiae se han desarrollado numerosas aproximaciones genéticas y protedmicas
(van Heusden, 2009; van Heusden & Steensma, 2006). Debido al gran numero de
genes descritos hasta la fecha se puede afirmar que son proteinas implicadas en
multitud de procesos celulares y por tanto, las redes en las que participan estas
proteinas son muy complejas. Por ejemplo, participan en la morfologia celular,
concretamente en citoquinesis (Heusden et al, 1995), son requeridas para el desarrollo
pseudohifal (Roberts et al, 1997), estan implicadas en crecimiento y diferentes tipos
de estrés (Wang et al, 2009); estan implicadas también en el crecimiento filamentoso
(Cognetti et al, 2002) el cual es esencial para la patogenicidad de C. albicans. Otro
ejemplo seria su participacion en la respuesta al dafio en el ADN en Sz. pombe (Ford et
al, 1994).

También se estan llevando a cabo estudios para conocer cuales son las quinasas
implicadas en la fosforilacion de los ligandos de las proteinas 14-3-3 (van Heusden,
2009).

3.4. Regulacion de la actividad

Aunque las proteinas 14-3-3 regulan multitud de procesos celulares, su propia
actividad también se encuentra regulada y ocurre a multiples niveles. Primero, la

transcripcién de los genes que codifican las proteinas 14-3-3 no es constante. Por
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ejemplo, la expresién de los genes BMH en S. cerevisiae estd alterada, incrementada o
reducida, tras la exposicion a diferentes tipos de estreses como choque térmico, fase
estacionaria prolongada, ditiotreitol (DTT) (Gasch et al, 2000; Wang et al, 2009). Por
tanto, las regiones promotoras de los genes que codifican las proteinas 14-3-3 juegan
un papel muy importante en la regulacién de la expresion de las diferentes isoformas.
Segundo, la proteina Bmh2 de S. cerevisiae puede ser ubiquitinada (Peng et al, 2003),
sugiriéndose asi una regulacién por degradacion proteolitica. En eucariotas superiores
la actividad de las proteinas 14-3-3, ademas, se encuentra regulada por fosforilacién,
dimerizacién (Powell et al, 2003; Woodcock et al, 2003), cAMP (Camoni et al, 2001) y
probablemente por Ca™ (Lu et al, 1994). Sin embargo aun no existen evidencias de

este tipo de regulaciones en levaduras.

La interaccidn entre las proteinas 14-3-3 y sus proteinas diana también puede
estar regulada por la presencia de pequenos ligandos. Uno de los ejemplos mejor
conocidos es el de la fusicoccina, un terpenoide secretado por el ascomiceto patégeno
de plantas Fusicoccum amygdali. La fusicoccina mejora la uniéon de la proteina 14-3-3 a
la ATPase-H" de la membrana plasmatica de la planta gracias a que estabiliza la

interaccion entre ambas (Wirtele et al, 2003).
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis ha sido identificar las proteinas diana del

sistema de degradacion del proteasoma-ubiquitina SCFFer?

en el hongo patégeno del
tomate Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, a través del estudio de Fbpl, una

proteina F-box que forma parte de este sistema.

Para analizar el papel de Fbpl se han planteado los siguientes objetivos

especificos:

1. Inactivacion dirigida de fbp1 y caracterizacion fenotipica y patotipica
del mutante
2. Anilisis e identificacion de proteinas intracelulares diferencialmente

expresadas en el mutante Afbpl en condiciones de crecimiento

invasivo.

3. Obtencién de mutantes nulos de proteinas sobre—expresadas en el

mutante Afbp1 para su caracterizacidn fenotipica.
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1. Materiales

Materiales y Métodos

1.1. Material biolégico

1.1.1. Bacterias

Las estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Cepas bacterianas

Especie Cepa Genotipo
Escherichia coli DH5a supE44 AlacU169 (D80 lacZAM15) hsdR17, recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl.
Receptora en experimentos de transformacién genética para amplificacion de
plasmidos, PCR y secuenciacién de ADN.
XL1-Blue MRF" recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac[F’ proAB lacl’ZAM15 Tn10

(Tet")]. Receptora en experimentos de transformacién genética para amplificacién
de plasmidos, PCR y secuenciacion de ADN.

1.1.2. Hongos

Las cepas de Fusarium oxysporum f. sp lycopersici empleadas en este trabajo se

detallan en la Tabla 4.

Tabla 4. Cepas fuingicas

Cepa Genotipo Fuente/Referencia

4287 Estirpe silvestre (raza 2) (Dr. J. Tello")

Afbpl fbpl::HYG (Miguel-Rojas & Hera, 2013), este trabajo
Afbpl+ fbpl fbp1::HYG; fbpl, PHLEO (Miguel-Rojas & Hera, 2013), este trabajo
Nit1 Nit1 (Prados Rosales & Di Pietro, 2008)

NitM” nitM’ (Prados Rosales & Di Pietro, 2008)

Afbpl nit fbp1::HYG; nitl Presente trabajo

Afbp1 niM fbp1::HYG; nitM" Presente trabajo

Abmh2 bmh2::HYG Presente trabajo

Abmh2+bmh2 bmh2::HYG; bmh2, PHLEO Presente trabajo

Abmh1 bmh1::HYG Presente trabajo

bmh2az10.266 bmh2p310.266::PHLEO Presente trabajo

bmh2p;10.266+ bmh2 bmh2pz10.266::PHLEO; bmh2, HYG Presente trabajo

Afbpl bmh2 210266

fbp1::HYG; bmh2,z10.266::PHLEO

Presente trabajo

'Dpto. Produccién vegetal, Universidad de Almeria.
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1.1.3. Plantas

Los cultivares utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Cultivares usados en el presente estudio

Cepa Cultivar Caracteristicas
Lycopersicon esculentum  Daniela (fruto) Sensible a la raza 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici
(tomate) Monika (semillas)* Sensible a la raza 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici
Money Maker (semillas)* Sensible a la raza 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici

'cedidas por Syngenta Seeds, (Almeria).

1.2. Vectores de clonacion

Los vectores de clonacién usados se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6. Vectores de clonacion

Plasmido Caracteristicas Fuente/Referencia

Derivado de pGem®-5Zf (+), linearizado con la enzima Eco RV y con una
pGem®-T Timina en cada extremo 3’. Permite la clonacién de fragmentos de PCR Promega
con Adenina en sus extremos. Confiere resistencia a ampicilina

Portador del gen hph bajo el control del promotor del gen gpdA vy el (Punt et al, 1987)

AN7-1
P terminador del gen trpC de A. nidulans

Portador del gen de resistencia a fleomicina bajo el control del
pAN8-1 promotor del gen gpdA y el terminador del gen trpC de A. nidulans (Mattern et al, 1988)
clonados en pUC18Eco RI-Sal |

Linearizado con EcoRV, permite la clonacién de fragmentos de PCR con

pSpark®l : : X o
extremos romos. Confiere resistencia a amp|C|I|na

Canvax, Biotech

1.3. Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave (Selecta) a 1,2 atm vy
120°C durante 20 minutos, o mediante filtracion usando filtros (Millipore) con un
didmetro de poro de 0,22 um. Los medios sélidos fueron fundidos y repartidos en placas

Petri antes de su solidificacion.
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1.3.1. Medios de cultivo para Escherichia coli
e  Medio Luria-Bertani:

Liquido (LB): bactotriptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L), NaCl (5 g/L).

Suplementado con 0,005% de ampicilina (p/v) para seleccionar estirpes resistentes.

Sélido (LA): medio liquido LB suplementado con 15 g/L de bactoagar.

Suplementado con 0,005% de ampicilina (p/v) para seleccionar estirpes resistentes.

e  Medio X-GAL (LB+IPTG+X-GAL): Medio LA suplementado con 134 uM de isopropil-1-
tio-B-D-galactopirandsido (IPTG), 0,005% (p/v) X-Gal (disuelto en formamida) y
0,005% ampicilina (p/v).

1.3.2. Medios de cultivo para Fusarium oxysporum

e  Medio nutritivo:
PDB (Potato Dextrose Broth; liquido): Hervir 200 g de patatas peladas en 1 L de agua
durante 60 minutos. Transcurrido este tiempo, filtrar, afiadir 20 g de glucosa y llevar

con agua destilada hasta un volumen de 1 L. Esterilizar en autoclave.

PDA (Potato Dextrose Agar): 3,9% (p/v) de un compuesto constituido por agar,
patata, peptona y glucosa (Scharlau Microbiology).

Cuando fue necesario, se afiadié higromicina B (20 ug/mL en PDB o 55 pg/mL en
PDA) o fleomicina (2,4 pg/mL en PDB o 6 pg/mL en PDA). El pH del medio se ajusté a 8

con NaOH 10N cuando contenia fleomicina.

e Medio rico YPG (Yeast extract Peptone Glucose): extracto de levadura (3 g/L),

peptona (10 g/L) y glucosa (20 g/L). Afiadir 15 g/L de bactoagar para medio sélido.

e Maedio minimo Puhalla (Puhalla, 1968): MgS0,-7H,0 (0,5 g/L); KH,PO, (1 g/L); KCl
(0,5 g/L); NaNOs (2 g/L) y sacarosa (30 g/L). Afiadir 15 g/L de agar oxoid para medio

sdlido.

Este mismo medio fue utilizado sustituyendo el NaNO; por NH;NO; en funcién del

experimento.
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Medio minimo de regeneracion: MgS0,-7H,0 (0,5 g/L); KH,PO, (1 g/L); KCI (0,5 g/L);
NaNO; (2 g/L); glucosa (20 g/L); sacarosa (200 g/L) y agar oxoid (12,5 g/L para las
placas y 4 g/L para la cobertera). Para seleccionar resistentes a fleomicina fue

necesario ajustar el pH a 8 con NaOH 10 N después de la esterilizacion.

Medio con acido poligalacturénico (PGA) pH 6,5: poligalacturonato sddico (5 g/L);
sacarosa (2 g/L); (NH4).SO, (2 g/L) y agar oxoid (15 g/L). Se esterilizo el
poligalacturonato sédico, junto con la sacarosa y la fuente de nitrégeno. El agar se
autoclavé por separado. Una vez esterilizado y atemperado, al medio se le afiadi el

tampdn fosfato potasico'” pH 6,5 a una concentracién final de 25 mM.

n Tampon fosfato potasico: Preparar 1 M KH,PO, y 1 M K,HPO, y esterilizar en autoclave. Mezclar 68,5 mL de
la sal monopotasica con 31,5 mL de la sal dipotasica.

Medio minimo Puhalla (Puhalla, 1968) con membranas de celofan: Se recortan
membranas de celofan con el molde de una placa de Petri y se esterilizan en
autoclave introducidas en agua desionizada. Posteriormente se colocan sobre placas
de medio minimo Puhalla con unas pinzas estériles y se dejan secar durante 5

minutos en la campana de flujo laminar vertical.

Este mismo medio se utilizd sustituyendo la sacarosa por distintas fuentes de

carbono o sustituyendo el NaNO; por distintas fuentes de nitrogeno en funcién del

experimento.

1.4. Compuestos quimicos, enzimas, anticuerpos y kits comerciales

Los compuestos quimicos, enzimas, anticuerpos y kits comerciales usados durante

este trabajo se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Compuestos quimicos usados en este trabajo

Nombre del compuesto Proveedor Almacenamiento

1 KB plus DNA Marker Enzimax 4°C

40% Acrylamide/Bis Solution 37,5:1 Bio-Rad 4°C

Acetato de amonio (NH4ACc) Merck Temperatura ambiente
Acetato de potasio (KAc) Merck Temperatura ambiente
Acetato de sodio (NaAc) Sigma Acetato potasico (KAc)
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Tabla 7. Continuacién

Nombre del compuesto Proveedor Almacenamiento
Acetonitrilo (CH3CN) Sigma Temperatura ambiente
Acido aurintricarboxilico (ATA) Sigma Temperatura ambiente
Acido a-cianohidroxicindmico Sigma -20°C

Acido clorhidrico (HCl) Sigma Temperatura ambiente
Acido glutamico sal monosédica Sigma Temperatura ambiente
Acido ortofosférico (HsPO,) Panreac Temperatura ambiente
Acido poligalacturénico (PGA) Sigma Temperatura ambiente
Acido trifluoroacético (TFA) Sigma Temperatura ambiente
ADN ligasa del fago T4 Roche -20°C

Agar bacterioldgico (bactoagar) Oxoid Temperatura ambiente
Agarosa Pronadisa Temperatura ambiente
Ampicilina (sal sédica) Sigma 4°C

Anti-Bmh2 (a-bmh2) Abnova -20°C

Anti-cabra (a-goat) Santa Cruz Biotechnology 4°C

Anti-conejo (a-rabbit) Cell signaling -20°C
Anti-digoxigenina (a-digoxigenine) Roche 4°C

Anti FUS3 (a-FUS3) Santa Cruz Biotechnology 4°C

Anti Mpk1 (a-Mpk1) Santa Cruz Biotechnology 4°C

Anti p44/42 MAPK (o p44/p42 MAPK) Cell signaling -20°C

Anti rata (a-rat) Santa Cruz Biotechnology 4°C

Anti tubulina (a-tubuline) Santa Cruz Biotechnology 4°C

Azida sddica (NaNs) Sigma Temperatura ambiente
Azul Brillante-R-250 Sigma Temperatura ambiente
Azul de bromofenol Sigma Temperatura ambiente
Azul de xilencianol (Xylencianol FF standard) Flucka Temperatura ambiente
Blanco de calcofluor (CFW) Sigma Temperatura ambiente
Bradford Bio-Rad 4°C

Bicarbonato de amonio ((NH4)HCOs) Sigma Temperatura ambiente
Bromuro de etidio Amresco Temperatura ambiente
Bromuro de hexadeciltrimetilamonico (CTAB) Sigma Temperatura ambiente
Casaminoacidos Difco Temperatura ambiente
CDP-STAR Roche 4°C

CHAPS Sigma Temperatura ambiente
Citrato de sodio Merck Temperatura ambiente
Clorato de potasio (KCIOs) Merck Temperatura ambiente
Cloroformo (CHCls) Merck Temperatura ambiente
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Cristina de Miguel Rojas

Nombre del compuesto Proveedor Almacenamiento
Cloruro de calcio (CaCly) Merck Temperatura ambiente
Cloruro de litio (CILi) Merck Temperatura ambiente
Cloruro de manganeso (MnCl,) Sigma Temperatura ambiente
Cloruro de sodio (NaCl) Merck Temperatura ambiente
Cdctel inhibidor de proteasas Sigma -20°C
Dihidrogenofosfato de sodio (NaH,PO,) Merck Temperatura ambiente
Dig DNA Labeling Mix Roche -20°C

DIG Easy Hyb Granules Roche Temperatura ambiente
Dihidrogenofosfato potasico (KH,PO,) Merck Temperatura ambiente
Dimetil sulféxido (DMSO) Merck Temperatura ambiente
Disodio hidrogenofosfato (Na,PHO,) Merck Temperatura ambiente
Ditiotreitol (DTT) Sigma 4°C

Dodecil sulfato de sodio (SDS) Serva Temperatura ambiente
Etanol Panreac Temperatura ambiente
Extracto de levadura Merck Temperatura ambiente
Fleomicina InvivoGen -20°C

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) Sigma Temperatura ambiente
Fluoruro de sodio (NaF) Sigma Temperatura ambiente
Fosfatasa alcalina de gamba Roche -20°C

FM4-64 Invitrogen Temperatura ambiente
B-Glicerofosfato sal sddica Sigma Temperatura ambiente
Glicerol Merck Temperatura ambiente
Glicina Merck Temperatura ambiente
iQ SyBR Green Supermix Bio-Rad -20°C
Glucanex®-100G (mezcla de enzimas liticas) Novozymes 4°C

Glucosa

Glutamina

Hidréxido de potasio (KOH)

Hidréxido de sodio (NaOH)

Higromicina B (HidroGold™)

Hipoxantina

Isopropanol
Isopropil-1-tio-B-D-galactopirandsido (IPTG)
Lisozima

Manitol

B-mercaptoetanol

VWR Prolabo®
Sigma
Merck
Merck
InvivoGen
Sigma
Merck
Apollo
Sigma
Sigma
Merck

Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
-20°C

Temperatura ambiente
Temperatura ambiente
-20°C

-20°C

Temperatura ambiente

4°C
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Nombre del compuesto Proveedor Almacenamiento
MES monohidrato Sigma Temperatura ambiente
Metanol J.T. Baker Temperatura ambiente
MOPS Sigma Temperatura ambiente
N; N; N; N-Tetrametiletilenediamina (TEMED) Sigma 4°C

Nitrato de amonio (NH;NOs) Merck Temperatura ambiente
Nitrato de sodio (NaNOs) Merck Temperatura ambiente
Nitrito de amonio (NH4;NO,) Panreac Temperatura ambiente
Nitrito de sodio (NaNO,) Sigma Temperatura ambiente
Octanol Panreac Temperatura ambiente
Ortovanadato de sodio (Na3VOy,) Sigma Temperatura ambiente
Pectina citrica Sigma Temperatura ambiente
Persulfato de amonio (APS) Sigma Temperatura ambiente
Pirofosfato de sodio (NasP,0-) Sigma Temperatura ambiente
PhosSTOP (phosphatase Inhibitor cocktail tablets) Roche 4°C

Polietilenglicol 6000 (PEG 6000) Merck Temperatura ambiente
Potato Dextrose Agar (PDA) Scharlau Temperatura ambiente
Prolina Sigma Temperatura ambiente
ProSieve® Quad Color (marcador de tamafio de proteinas) ProSieve -20°C

Rapamicina Sigma - 20 °C (oscuridad)
Ribonucleasa A (ARNasa) Fermentas -20°C

RNasin® Plus (Inhibidor de ARNasa) Promega -20°C

Rojo Congo (CR) Sigma Temperatura ambiente
Sacarosa Merck Temperatura ambiente
Sero albumina Bovina fraccion V (BSA) Roche 4°C

Sorbitol Sigma Temperatura ambiente
Skin-milk Difco Temperatura ambiente
Sulfato de amonio ((NH4),SO4) Merck Temperatura ambiente
Sulfato de manganeso (MnSQy,) Merck Temperatura ambiente
Sulfito de sodio (Na,S0s) Sigma Temperatura ambiente
Sypro Ruby (SYPRO®Ruby Proteins Stains) Bio-Rad Temperatura ambiente
Tiourea Merck Temperatura ambiente
Tripsina Promega -20°C

Triptona Merck Temperatura ambiente
Titriplex®l (EDTA) Merck Temperatura ambiente
Tripure Isolation Reagent Roche 4°C

Triton X-100 Sigma Temperatura ambiente
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Nombre del compuesto Proveedor Almacenamiento
Trizma base Sigma Temperatura ambiente
Tween 20 Sigma Temperatura ambiente
Urea Sigma Temperatura ambiente
X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) Sigma -20°C

Yodoacetamida Sigma 4°C

Yoduro de sodio (Nal) Sigma Temperatura ambiente
Kit Proveedor Almacenamiento
Bio-Rad DC™ protein Assay Bio-Rad Temperatura ambiente
BioTag™ DNA Polymerase Bioline -20°C

DNase | kit Fermentas -20°C

Expand High Fidelity PCR System Roche -20°C

GeneClean® Turbo MP Temperatura ambiente

ECL-Advance™ Western Blotting Detection Kit

LumiGlo

M-MLYV reverse Transcryptase kit

pGEM®-T Vector System

pSparK® | DNA cloning system

GE Healthcare
Cell signaling
Invitrogen
Promega

Canvax

4°C
4°C
-20°C
-20°C
-20°C

1.5. Oligonucleétidos sintéticos

Los oligonucledtidos sintéticos utilizados como cebadores en reacciones de
amplificacidn, secuenciacidon y extension se disefiaron con el programa Oligo (version
6.65; Molecular Biology Insights, Inc. USA), optimizando en cada caso su estabilidad
interna, la formacién de dimeros y horquillas no deseadas, asi como diversos parametros
fisico quimicos (Tm, (2A+T)°+4(G+C)°). Los oligonucledtidos fueron sintetizados por
diversas casas comerciales (Bonsai Technologies y Eurofins MWG Operon). Las secuencias

terminales incluidas en los oligonucledtidos para favorecer la hibridacidon con el extremo

3’ 0 5’ de los casetes de resistencia a higromicina o fleomicina aparecen en minuscula.

Tabla 8. Oligonucleédtidos generales

Oligo Secuencia (5" —3") Oligo Secuencia (5"—3")
M13-For CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC hyg-Y GGATGCCTCCGCTCGAAGTA
M13R AGCGGATAACAATTTCACACAGGA hyg-G CGTTGCAAGACCTGCCTGAA
hph2 AAACCGACGCCCCAGCACTC hph6 TCGTTATGTTTATCGGCACTTT
PgpdA15B CGAGACCTAATACAGCCCCT Leo GCCACGAAGTGCACGCAGTT
TtrpC8B AAACAAGTGTACCTGTGCATTC PHL ATGTGACCAGTGCCGTTCCG
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Tabla 9. Oligonucleétidos especificos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Oligo Secuencia (5" —3") Oligo Secuencia (5'—3°)

fbp1-1 GCAAACGCTGGGCTAGAAACA bmh1-3 ATCTCCTATCTTCTACACCAAC

fbp1-2 TGTCGGTCATTCAGTTCATCG bmh1-4 tggtcgttgtaggggctgtattaggtcteg

TGGTGTCTACGGAGTGTGGA

fbp1-3 GTCAGTCATCTTCCCCGCAG bmh1-5 ATTGCGTCTGGAGGTTCTGG

fbp1-4 GCCTCCCTATTTCCCTTCTC bmh1-6 GAGAAGAGCGATTGTCCATTG

fbp1-5 TCCCCGCAGCAACAACAGATA bmh1-7 AGGGGCGTTGAGGATTTCGT

fbp1-6 TCCCTTCTCTACAATGACACC bmh1-8 GCAGAAGGAGGAGTCAAAGG

fbp1-7 TGGTCAGGTACGTGGAAGAGT FOHYD5-1 GTTCTTGGAGTTGCCGAACCT

fbp1-M13-1 gtgactgggaaaaccctggcgAGAACT FOHYD5-3 ATAGGCAGGACACAGCATCG
CCGATGCTTGACTGAG

fbp1-M13-2 tcctgtgtgaaattgttatccget ACGAT FOHYD1-1 ATGGCGTCTCCGGTTGGTAA
GAACTGAATGACCGACA

fbp1-9 TTGTGGAGAATAGCACCTCGT FOHYD1-3 TGAGGGATGGGAAGGCTGG

fbp1-10 GACAGTTGCCCTTGACCATAA FOXG_12535-1 TGCTGGAAAGACTCTGGACC

bmh2-1 CACCATCAAGGACTACCGCA FOXG_12535-2 GCCGTTTCCCGAGATAGTAAT

bmh2-2 GAAGACGGAGAAAGTTGAGAG act-2 GAGGGACCGCTCTCGTCGT

bmh2-3 Tttacccagaatgcacaggtacacttgttt act-q6 GGAGATCCAGACTGCCGCTCAG
AAGGAAGTGGAAGTAGTCGTG

bmh2-4 GCAGAGACAACAACAACAAGC PI1-F CCT ACT GCT GTT CCT GTCA

bmh2-5 GCCGCAAAGGAGACATTAGC PI1-R TCC ACT GGT CTG CTTGAG G

bmh2-6 Tggtcgttgtaggggctgtattaggtcteg FOXG_14695F GCAGCGTCACTGACTACTCC
ACAACCTCACCCTCTGGACT

bmh2-6 M13R  Tcctgtgtgaaattgttatcegct FOXG_14695R GTTAGAACCTTCGCCATCCCA
ACAACCTCACCCTCTGGACT

bmh2-7 ACTTCGGAAAACCCATAGCAG FOXG_13051F GCCTGGTCGCCTCCGTACT

bmh2-8 GCGAACGGAAAGACGGAACA FOXG_13051R TCTTCTTGCCGCCGTTGCTG

bmh2-9 GTCTATATCATCCCCTCC CG FOXG_08862F GTACAGCATTGCCTCGCCAC

bmh2-10Notl GCGGCCGCAGGGAGTCGAGCTCGG FOXG_08862R CGGGTTTCTCATTCGCAGGTT
CAAT

bmh2-11 CGTCGTATCGCTGACATCGT bmh1-A189S1 ACGAAATCCTCAACTCCCCTG

bmh1-1 tttacccagaatgcacaggtacacttgttt bmh1-A189S2 CAGGGGAGTTGAGGATTTCGT
GATGTTAGGCGACTGTGTTTG

bmh1-2 AAGTTCCAA GGTCCAGCCAG
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1.6. Programas informaticos y paginas webs

Para el procesamiento y manejo de los datos obtenidos en este trabajo se han

utilizado los programas informaticos y paginas webs que se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 10. Programas informaticos y paginas webs para el analisis de datos

Programa Aplicacion

Adobe illustrator CS5 Elaboracién v tratamiento de figuras

Adobe photoshop CS5 Edicién de imagenes

Vector NTI® AlignX (Invitrogen). Alineamiento de secuencias

Vector NTI®3D Molecule Viewer (Invitrogen) Edicién imagenes 3D

AxioVision Rel 4.8 Edicién vy analisis del estereomicroscopio
Bio-Rad iQ5 Obtencidén v analisis de datos de datos de qPCR
EndNoteX7 Editor de referencias y bibliografia

GraphPad Prism (v5.00) Elaboracion de graficos

Image) Edicién de imégenes

Image Reader LAS-3000 (FujiPhotoFilm) Captura, ediciéon y analisis de imagenes obtenidas tras

revelado mediante deteccion quimioluminiscente

Kodak 1D Image Andlisis Captura de imagenes fotograficas de geles de agarosa
Leica IM500 V1.2 Edicién de imagenes de microscopio y lupa

Oligo 6 Disefio y andlisis de oligonucledtidos

PDQUEST v 8.0.1 Bio-rad Anglisis de las diferencias de expresidn de proteinas
SeqBuilder (DNAstar Lasergene (v. 7.0.0)) Edicion y analisis de secuencias nucleotidicas o proteicas
Paginas Webs Aplicacion

Broad Institute Fusarium Comparative Database Busqueda de secuencias nucleotidicas o proteicas de
(http://www.broadinstitute.org) Fusarium

Emboss epestfind Buscador de dominios PEST en secuencias proteicas

(http://bioinfo.nhri.org.tw/cgi-bin/emboss/epestfind )
ExPASY-Prosite database (http://prosite.expasy.org/) Prediccién de dominios

Gene Ontology (GO) (http://www.ebi.ac.uk/GOA/) Asignar a proteinas categorias funcionales en funcién del
proceso bioldgico en el que estén implicadas

Mascot 2.0 (MatrixScience) Motor de busqueda que usa datos de espectrometria de
masas para identificar proteinas en bases de datos

National Center for Biotechnology Information (NCBI) Andlisis y comparacion de secuencias nucleotidicas o
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) proteicas analogas usando el algoritmo BLAST

Phylogeny (http://www.phylogeny.fr/) Elaboracion de arboles filogenéticos

PSIPRED (http://swissmodel.expasy.org/) Prediccién de estructuras secundarias de proteinas

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) Predicciéon de dominios

SwissModel Workspace (http://swissmodel.expasy.org/) Prediccidn de estructuras 3D de proteinas

M-Coffee (http://www.tcoffee.org/Projects/mcoffee/) Herramienta para el alineamiento de secuencias

UniProtKB (http://www.uniprot.org/) Prediccién de dominios
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1.7. Instrumentacion

Materiales y Métodos

La instrumentacidn utilizada durante este trabajo se resume en la siguiente tabla:

Tabla 11. Instrumentacion

Instrumento

Aplicacion

Agitador magnético MC-8 Bunsen

Autoclave Presoclave P-Selecta

Balanza LE225D Sartorius/Balanza precision Cobos
Cabina de flujo laminar Burdinola AV-100
Centrifuga J2-HS Beckman

Centrifuga MiniSpin Eppendorf

Escaner Perfection 4490 Photo Epson
Espectrofotémetro ND-1000 NanoDrop®

Estacion Investigator™ ProPic

Estacion de digestion ProPrep II

Estacion de hibridacién Oven/Shaker SI20H Stuart Scientific
Estereomicroscopio Zeiss Lumar V12
Homogenizador MINI BEADBEATER-8 BiosPEC
Incubador Heraeus (Thermo scientific)

Incubador Infors HT Multitron Standard

MALDI-TOF/TOF 4800 Proteomics Analyzer

Maquina fotografica Coolpix S5 Nikon

Magquina fotografica DC290 ZOOM Kodak

Microscopio Leica DMR/ Leica MZFLIII

Molecular Imager FX Pro Plus Multi-Imager System Bio-Rad
pHmetro BASIC 20+ Crison

Protean IEF Cell System Bio-Rad

Protean Plus Dodeca Cell Bio-Rad

Revelador LAS-3000 Fujifilm

SpeedVac Savant DNA 120 Concentrator Thermo Scientific
Termobloque ThermoStat Plus Eppendorf

Termociclador MJ MiniTM Personal Thermal Cycler BioRad
Termociclador iCycler iQ real-time PCR system BioRad
Termociclador TC-3000G Techne

Vortex MS2 Minishaker IKA®

Homogenizar muestras de gran volumen
Esterilizacion de materiales y medios

Pesar compuestos y muestras bioldgicas
Mantenimiento de la esterilidad

Centrifugacion de muestras(50-200 mL)
Centrifugacion de muestras (1,5-2 mL)
Escanear muestras bioldgicas

Cuantificacion de acidos nucleidos

Escision de los spots de los geles de acrilamida
Digestion de las spot de los geles de acrilamida
Hibridacion de membranas (Southern)
Obtencién de imagenes

Homogenizacion de muestras usando bolas de vidrio
Incubacién a temperatura variable de muestras

Incubacién en agitaciéon y temperatura variable de
muestras liquidas

Identificacion de proteinas por huella peptidica
Obtencién de iméagenes fotograficas

Obtencion de imagenes fotograficas de geles de agarosa
Obtencién de imagenes

Escanear geles de acrilamida

Medicién del pH de muestras

Separacién de proteinas de acuerdo a su punto isoeléctrico
mediante isoelectroenfoque

Separacién de las proteinas de acuerdo a su masa
molecular mediante SDS-PAGE

Revelado de imagenes de membranas de hibridacion
Concentracién de muestras mediante vacio

Incubacién a temperatura constante de viales (1,5 0 2 mL)
Amplificacién de ADN mediante PCR

Cuantificacion de la expresion génica mediante RT-Q-PCR
Amplificacién de ADN mediante PCR

Homogeneizacion de muestras de volumen pequefio
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2. Métodos

2.1. Crecimiento y mantenimiento de organismos

2.1.1. Bacterias

Escherichia coli se cultivd en medio liquido LB a 37°C con agitacién (250 rpm), y en
medio sélido en estufa a la misma temperatura, con el antibidtico de seleccién ampicilina

para estirpes portadoras de plasmidos con el gen de resistencia.

La conservacion prolongada de las distintas estirpes bacterianas se realizé a -80°C
en medio LB liquido con 30% glicerol (v/v); Para periodos cortos se mantuvieron en medio
LB sélido a 4°C.

2.1.2. Hongos: Fusarium oxysporum
Los cultivos de hongos se incubaron a 28°C; para los realizados en medio liquido se
aplicé agitacion orbital (170 rpm). Al medio se le afladié higromicina o fleomicina para la

seleccidn y cultivo de estirpes resistentes.

Para la conservacion de las estirpes se recogieron las esporas de un cultivo de 3-5
dias crecido en medio PDB, a través de un filtro de nailon (Monodur, didametro de poro de
10-15 pum), separdndolas asi del micelio producido, que se secd con papel de filtro y se
conservé a -80°C hasta su utilizacidn. Los filtrados se centrifugaron a 10.000 rpm durante
10 minutos. Las esporas recogidas se lavaron con agua destilada estéril y se almacenaron
a -80°C resuspendidas en 30% glicerol (v/v). Estas suspensiones de esporas se emplearon

como inéculo para la obtencion de esporas frescas para los distintos ensayos.

2.1.3. Plantas

Las semillas de tomate se esterilizaron sumergiéndolas en 20% de lejia (v/v)
durante 30 minutos y seguidamente tres lavados con abundante agua, de 10 minutos
cada uno. Una vez sembradas en vermiculita humedecida, se incubaron en camaras de
crecimiento con tubos fluorescentes (36 W, fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas de
oscuridad) a una temperatura de 28°C. Los ensayos de infeccidn se realizaron con plantas
de aproximadamente 14 dias, en las qua ya habian aparecido el primer par de hojas
verdaderas. Para llevar a cabo la infeccidn, las raices se introdujeron en una dilucién de

esporas frescas del hongo.
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2.2. Aislamiento de acidos nucleicos

2.2.1. Aislamiento de ADN plasmidico (ADNp) de E. coli con CTAB (minipreps)

El protocolo utilizado esta basado en el descrito por Murray y Thompson (1980)

con algunas modificaciones.

Se partid de un cultivo estacionario de la estirpe portadora del pldsmido crecido en
5 mL de medio LB con la seleccién apropiada. Se centrifugaron 3 mL de este cultivo
durante 2 minutos a 13.000 rpm vy tras retirar el sobrenadante, las células se
resuspendieron en 200 pL de STETY. A continuacién se afadieron 4 pL de lisozima (50
mg/mL) para provocar la lisis celular y 2 uL de RNasa A (10 mg/mL) para eliminar el ARN
contaminante y se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente la
muestra se calentd a 100°C durante 45 segundos y se centrifugd 10 minutos a 13.000
rom. Los restos celulares de aspecto mucoso se retiraron con un palillo estéril, se
anadieron 10 plL de cTAB? para precipitar el ADN y se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente. Tras una centrifugacion de 5 minutos a 13.000 rpm se desechd el
sobrenadante y el ADN se resuspendié en 300 plL de una solucién 1,2 M de NaCl y 750 pL
de etanol frio al 100%. Se homogeneizd bien y se centrifugd durante 10 minutos a 13.000
rpm. El precipitado se lavd con 70% etanol (v/v), se secé mediante centrifugacidn en vacio

(Speed-Vac) y se resuspendié en 20 plL de agua desionizada estéril.

Cada muestra de ADN se cuantificé mediante espectrofotometria y se comprobd su

calidad mediante visualizacidn en gel al 0,7% agarosa (p/v).

WSTET: 8% sacarosa (p/v); 0,1% Tritén X-100 (v/v); 50 mM EDTA; 50 mM Tris-HCl pH 8.
2)CTAB: 5% bromuro de hexadeciltrimetilamonio (p/v). Mantener a 37°C para evitar que precipite.

2.2.2. Extraccion de ADN de F. oxysporum

Método del CTAB

El protocolo utilizado estd basado en el descrito por Torres et al. (1993) con algunas

modificaciones.

La purificacién de ADN gendmico (ADNg) se realiz6 a partir de micelio de un cultivo
del hongo de 3-4 dias, recogido por filtracidon a través de un filtro de nailon (Monodur,
didmetro de poro de 10-15 um). Una vez secado el micelio con papel de filtro, se congeld

rapidamente en nitrégeno liquido y se almacend a -80°C hasta su utilizacidn.
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Con ayuda de un mortero, se pulverizaron unos 100 mg de micelio en nitrégeno
liguido y se transfirieron a un vial de 2 mL que contenia 1 mL de tampdn de extraccidn
cTABY. se homogenizé vigorosamente, se afiadieron 4 uL def -mercaptoetanol y 500 pL
de una soluciéon cloroformo:octanol (24:1, v/v), y se incubd a 65°C durante 30 minutos.
Posteriormente la muestra se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos y se
centrifugd durante 5 minutos a 13.000 rpm. Al sobrenadante se le afiadié 1 mL de 100%
etanol frio y se mantuvo a -20°C durante 10 minutos, tras lo cual el ADN se precipitd
haciéndose visible con aspecto de marana blanquecina. Después se centrifugd durante 5
minutos a 13.000 rpm; se lavd sucesivamente con 1 mL de una solucién 200 mM de
acetato sédico en 75% etanol (v/v) y 1 mL de una solucién 10 mM de acetato sédico en
75% etanol (v/v) y el ADN se resuspendié en 50 pL de agua desionizada estéril. Por ultimo,
se afiadieron 4 pL de RNasa A (10 mg/mL) y se continud el tratamiento a 37°C durante al

menos 30 minutos.

“)Tampén de extraccion CTAB: 12,1 g/L Trizma base; 7,44 g/L EDTA; 81,8 g/L NaCl y 20 g/L bromuro de
hexadeciltrimetilamonio. Para disolver, calentar a 60°C y ajustar a pH 8,0 con NaOH. Llevar a 100 mL y
almacenar a 37°C para evitar que precipite.

Método de rotura con bolas de vidrio (Glass Beads)

Para la obtencion de ADNg por el método “Glass Beads” se utilizé el micelio
obtenido de una colonia de 1 cm” del hongo en medio sélido. Este método requiere el uso
de pequenas bolas de cristal de 425-600 um de diametro estériles (Glass Beads; Sigma).
En un tubo estéril de 2 mL se afadieron aproximadamente 0,3 g de Glass Beads, 500 pL
de tampodn de lisis™ y el micelio previamente fragmentado con una espatula de metal
esterilizada. Las muestras se agitaron en un vortex durante 1 minuto y a continuacion en
un Mini Beadbeater tres veces durante 20 segundos. En este proceso las bolas de cristal
machacan el micelio hasta dejar particulas finas. A continuaciéon se centrifugd 2 minutos a
13.000 rpm. El sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo de 2 mL que contenia 275 puL
de una solucién 7 M de acetato de amonio pH 7,0. Seguidamente las muestras se
incubaron 5 minutos a 65°C y otros 5 minutos en hielo para finalmente afiadir 500 puL de
cloroformo y ser homogenizadas en un vortex. Nuevamente las muestras fueron
centrifugadas durante 3 minutos a 13.000 rpm. La fase superior resultante se transfirié a
un tubo de 2 mL al que se le afiadié 1 mL de isopropanol; se homogeneizd vigorosamente
por vortex, se incubd 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd 5 minutos a

13.000 rpm. El pellet resultante se lavé dos veces afiadiendo 1 mL de etanol al 70% (v/v),
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centrifugando 5 minutos a 13.000 rpm y eliminando el sobrenadante. Finalmente las
muestras se secaron en un SpeedVac y se resuspendieron en 50 uL de agua desionizada
estéril. Por Ultimo, se afiadieron 4 pL de ARNasa (10 mg/mL) y se incubd a 37°C durante al

menos 30 minutos.

“Tampén de lisis: 100 mM Tris pH 8,0; 50 mM EDTA; 1% SDS.

2.2.3. Extraccion de ARN de F. oxysporum

La extraccion de ARN se realizé a partir del micelio producido en las condiciones
adecuadas para cada experimento. Para obtener dicho micelio, 1,25x10° esporas frescas
se reinocularon en 50 mL de medio PDB y se incubaron a 28°C en agitacion durante 12-14
horas. Pasado este tiempo, se recogieron por filtracion las germinulas obtenidas, a través
de un filtro de nailon (Monodur, didmetro de poro de 10-15 um) y se lavaron repetidas
veces con agua desionizada para retirar el exceso de PDB. A continuacién, las germinulas
se transfirieron al medio de induccién deseado manteniéndolas en las condiciones
deseadas. Transcurrido el tiempo de incubacidon adecuado, se recogié el micelio por
filtracidon y se congeld rapidamente en nitrégeno liquido almacenandolo a -80°C hasta su

uso.

Para la extraccion de ARN, se pulverizaron con ayuda de un mortero unos 100 mg
de micelio en nitrégeno liquido, y se introdujeron en un vial de 2 mL con 1 mL de Tripure
Isolation Reagent (Roche). Se homogenizé vigorosamente usando un vortex y se
centrifugd a 4°C, durante 10 minutos y 13.000 rpm. El sobrenadante se transfirioé a un vial
nuevo y se incubd a 4°C durante 5 minutos para permitir la completa disociacién de los
complejos nucleoproteicos. Se afiadieron 200 pL de cloroformo, se agité vigorosamente
durante unos 15 segundos y se incubdé a 4°C durante 15 minutos. Tras centrifugar a
13.000 rpm a 4°C durante 15 minutos, la mezcla se separd en tres fases, de las cuales, la
fase superior, acuosa e incolora, se transfirid a un vial con 500 pL de isopropanol. Se
mezcld suavemente por inversion, y se incubd a 4°C durante 10 minutos, tras lo cual, se
centrifugd a 4°C durante 10 minutos y 13.000 rpm, para recoger el ARN precipitado. Se
deseché el sobrenadante y se lavo el pellet con 1 mL de 75% etanol (v/v). Finalmente, se
centrifugd a 4°C durante 5 minutos y 10.000 rpm, se secd en un SpeedVac y se
resuspendid en 50 pL de agua libre de ARNasas. Posteriormente se incubd a 55-60°C

durante 10-15 minutos para facilitar la resuspensién del ARN, el cual se conservé a -80°C.
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Por ultimo, se cuantificd mediante espectrofotometria y se comprobd la calidad del

ARN por visualizacion en gel de 0,7% agarosa (p/v).

2.3. Manipulacion y andlisis de acidos nucleicos

2.3.1. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

La separacién e identificacion de moléculas de ADN y ARN se realizé mediante
electroforesis en geles de agarosa disuelta en tampon TAE™. La concentracion de agarosa
vario en funcién del tamafio de los fragmentos a separar, oscilando entre 0,7 y 2% (p/v).
Para visualizar los acidos nucleicos por transiluminacién con luz ultravioleta, se afiadio
bromuro de etidio (0,5 pg/mL). Cada muestra se mezclé con tampén de carga®para geles
de agarosa en proporcidn 4:1 (v/v). La electroforesis se realizd en cubetas horizontales

con tampdn TAE, a un voltaje constante de 1-4 V/cm.

Los geles se fotografiaron con una camara digital Kodak modelo DC290 con filtro
Wratten 22A. La iluminacion inferior procedia de un transiluminador de luz ultravioleta
modelo TCX (Vilber Lourmat).

El tamafio de los fragmentos de ADN se estimd por comparacion con el marcador
de tamafio 1 KB plus DNA Marker (Enzimax), que contiene fragmentos desde 75 pb a 20
kb.

"Tampén TAE: 40 mM Tris-acetato y 1 mM EDTA pH 8,0.
(Z)Tampén de carga: 0,25% azul de bromofenol (p/v); 0,25% azul de xilencianol (p/v) y 40% sacarosa (p/v) en 5
x TAE.

2.3.2. Recuperacion de fragmentos de ADN en geles de agarosa

La purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa se realizé empleando el
kit comercial GENECLEAN® Turbo kit (MP), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Las soluciones incluidas en el kit proporcionan la concentracion salina y el pH adecuado
para la union del ADN a la membrana de silice y su posterior elucion en condiciones

basicas.
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2.3.3. Tratamiento enzimatico de acidos nucleicos

. Tratamiento con endonucleasas de restriccion

Las enzimas de restriccion empleadas para los tratamientos fueron suministradas
por las casas comerciales Roche y Fermentas. Los tratamientos del ADN con una Unica
enzima de restriccién se realizaron en el tampdn y a la temperatura de incubacién
recomendados por el fabricante. Se utilizaron 1-2 U de enzima por ug de ADN, sin que el
volumen afiadido superara nunca el 10% del volumen total. En el caso de los tratamientos
de ADNg para analisis Southern, se digirieron 1-2 ug de ADNg con cada enzima. Las
incubaciones se llevaron a cabo a la temperatura d6ptima de la enzima durante,
normalmente, no mas de 3 horas. Las enzimas de restriccidén se inactivaron segun las

instrucciones del fabricante, generalmente por choque térmico.

° Defosforilacion

La defosforilacién de plasmidos linearizados antes de su unién con el inserto
correspondiente disminuye drasticamente la frecuencia de reacciones intramoleculares vy,

por tanto, el nimero de plasmidos sin inserto que se obtienen después de la ligacion.

La reaccién se llevd a cabo usando la fosfatasa alcalina de gamba (SAP) (Roche). Se
afiadié 1 unidad de SAP por cada 50 ng de plasmido linearizado y se incubé a 37°C
durante 1 hora. Posteriormente, se inactivd la enzima incubandola a 65°C durante 15

minutos.

. Clonacion de fragmentos de ADN en vectores

La unién de fragmentos de ADN a vectores linearizados se llevd a cabo utilizando la
enzima ADN ligasa del fago T4 (Roche), utilizando normalmente una relacion molecular

3:1 de inserto y vector, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Para clonar fragmentos de ADN amplificados por PCR, se empled el kit comercial
PGEMP®-T Vector System (Promega) o el kit pSparK® DNA cloning system (Canvax),
siguiendo las instrucciones del fabricante. De manera rutinaria, antes de la clonacion los
fragmentos se precipitaron con acetato de amonio y etanol puro, o bien, se purificaron
utilizando el Kit comercial GENECLEAN®.
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2.3.4. Cuantificacion de acidos nucleicos

La concentraciéon de las muestras tanto de ADN como de ARN se determind
midiendo la densidad dptica a una longitud de onda de 260 nm, empleando para ello un
espectrofotdmetro Nanodrop® ND-1000. Habitualmente, se cuantificé por comparacién
de la intensidad de las bandas con cantidades conocidas del marcador de tamafo 1 KB

plus DNA Marker (Enzimax), tras electroforesis en gel de agarosa.

2.3.5. Hibridacién y deteccion de acidos nucleicos

La transferencia de ADN en gel de agarosa para analisis Southern se llevé a cabo
siguiendo el protocolo descrito por (Sambrook et al, 2001). Para el marcaje de la sonda no
isotdpica con digoxigenina se usd un kit comercial (Roche Diagnostics SL, Barcelona,

Spain) siguiendo las indicaciones del fabricante.

2.3.6. Precipitacion del ADN
La precipitacién del ADN se llevé a cabo bien para eliminar el tampdn, la
polimerasa y los dNTPs sobrantes de una PCR donde el producto era Unico, o bien,

cuando fue necesario concentrar el ADN a un volumen menor (fragmentos de PCR o
ADNGg).

Precipitacion rutinaria de ADN

La precipitacién rutinaria de ADN se llevé a cabo afiadiendo 1:10 parte de una
solucion 3 M de acetato de sodio y tres volumenes de 100% etanol frio. Se incubé a -20°C
durante 30 minutos y, se centrifugd durante 30 minutos a 13.000 rpm. Después de
eliminar el sobrenadante, se lavé dos veces el sedimento con 70% etanol (v/v), se dejo

secar vy, por ultimo, se resuspendid en el volumen deseado de agua desionizada.

Precipitacion de sondas marcadas con digoxigenina

La precipitacidon de sondas marcadas se realizé afiadiendo un 10% de una solucidn
8 M de cloruro de litio (v/v) y 3 volimenes de 100% etanol frio. Se incubé a -20°C durante
30 minutos y se centrifugd durante 30 minutos a 13.000 rpm. Posteriormente se lavo con

70% etanol (v/v), se secd y se resuspendidé en 10 pL de agua desionizada.
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2.3.7. Secuenciacion del ADN

La secuenciacién del ADN fue realizada en el Servicio de Secuenciacidon Automatica,
SCAI (Universidad de Cérdoba, Espafia) usando el Dyedeoxy Terminator Cycle Sequencing
kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) en un aparato ABI Prism 377 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA), o en STABVIDA (Portugal), tanto de amplicones

obtenidos por PCR como de plasmidos recombinantes.

2.4. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

2.4.1. PCR estandar

Las amplificaciones estdndares de ADN se llevaron a cabo en un termociclador v,
segun la finalidad del experimento, se emplearon polimerasas termoestables (BIOTAQ™
DNA polymerase de Bioline o Expand High Fidelity PCR System de Roche), en las
condiciones de reaccion indicadas en las instrucciones de uso del fabricante. Las
reacciones se llevaron a cabo con 300 nM de cada uno de los dos cebadores empleados,
la concentracion de MgCl, adecuada, 0,8 mM de la mix de dNTPs y 0,05 U/uL de
polimerasa. La cantidad de ADN molde empleada fue aproximadamente de 5-20 ng/uL de
ADN gendmico o 1-2 ng/uL de ADN plasmidico. Las condiciones en las que se llevaron a

cabo las reacciones de amplificacion se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 12. Condiciones estandar de la PCR.

Etapa Temperatura Tiempo N2 de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos 1
Desnaturalizacién 94°C 30 segundos
Union al cebador Tun 30 segundos 35
Extension 72°c/68°c™ Tex
Extension final 72°c/68°C™Y 10 minutos 1

10°C Indefinido -

“Ucyando se empled la Expand High Fidelity y el Tex: fue mayor de 3 minutos la temperatura fue 68°C.
Tun €s la temperatura de unién de los cebadores al molde y Te. el tiempo de extensidén de la reaccidén, normalmente 1
minuto por cada kb de producto.
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2.4.2. Construccidn de alelos mutados por interrupcion génica

La interrupcién de genes de F. oxysporum se llevé cabo mediante reemplazamiento

génico dirigido usando las siguientes técnicas:

Construccion de alelos interrumpidos mediante PCR de fusion

Protocolo basado en los descritos por Yang et al.. (2004) y Yu et al. (2004), con
ciertas modificaciones. La PCR de fusidon es una técnica muy util a la hora de generar
alelos interrumpidos o fusiones traduccionales, ya que permite ahorrar mucho tiempo en

relacién con las estrategias de clonacidn clasicas.

Gracias a esta técnica es posible obtener alelos interrumpidos en dos rondas de
PCR (figura 9) listos para transformar. En la primera ronda de PCR se amplificaron las
secuencias adyacentes del gen a interrumpir (1,0-1,5 kb) y el gen marcador (higromicina B
o fleomicina). La amplificacién del gen de resistencia, que debe ser perfectamente
funcional, se realizd con el kit Expand High Fidelity PCR System (Roche) y utilizando como
moldes los plasmidos pAN7-1 y pANS8-1 respectivamente; La amplificaciéon de las
secuencias flanqueantes al gen diana se llevd a cabo con el mismo kit, pero usando ADNg
como molde. Los cebadores internos del gen a interrumpir deben llevar una cola
complementaria, de al menos 25 nucleétidos, a los extremos del gen de resistencia, que
permita la posterior hibridacion de las secuencias en la segunda ronda de PCR. Una vez
amplificados, purificados y cuantificados los tres fragmentos se pasé a la segunda ronda
de PCR.

En la segunda y ultima ronda de PCR se utilizaron como molde los tres fragmentos
obtenidos en la primera, en una relaciébn 1:3:1 (secuencia flanqueante
1:marcador:secuencia flanqueante 2) y sin que el total de ADN excediera de 500 ng para
una PCR de 50 pL. Los cebadores empleados, para esta ronda de PCR, fueron disefiados
ligeramente mas hacia dentro de los mas externos utilizados para amplificar las
secuencias flanqueantes en la primera ronda. La amplificacién del alelo interrumpido
integro se realizd con el kit Expand High Fidelity PCR System (Roche). El producto final se

purificd, se cuantificd y almacend a -20°C hasta su uso.
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Primera
ronda genX-1 MF13F genX-M13-R
. > .
5 promotor gen X Marcador seleccionable terminador gen X 3
«—
genX-M13-F MF13R genx-2
Segunda genX-1n genX-2n
ronda > S
promotor gen X - - terminador gen X
Marcador seleccionable
Pr;du::to promotor gen X Marcador seleccionable terminador gen X
" >< ><
promotor gen X | ORF gen X | terminadorgen X

Figura 9. Construccion de un alelo interrumpido mediante PCR de fusion

Construccion de alelos interrumpidos mediante Split Marker

Protocolo basado en el descrito por Catlett et al. (2003). Igualmente, esta técnica
es muy ventajosa a la hora de generar alelos interrumpidos, ya que al forzar el
mecanismo de doble recombinacién reduce, en gran medida, los falsos positivos

obtenidos por recombinacién heterdloga.

Gracias a esta técnica, es posible obtener dos fragmentos de ADN solapantes en
tres rondas de PCR (figura 10A). En la primera ronda de PCR se amplificaron las
secuencias adyacentes del gen a interrumpir (1,0-1,5 kb), usando el ADNg del hongo
como molde, y el gen marcador (higromicina B o fleomicina), obtenido también por PCR a
partir de un vector portador de dicho casete. En la segunda ronda de PCR se obtienen dos
amplicones: uno de los fragmentos contiene la secuencia promotora del gen diana
fusionada al extremo 3’ del casete de resistencia usado (higromicina o fleomicina)
mediante PCR de fusidn (Carroll et al, 1994), y el otro fragmento contiene la regién
terminadora del gen diana fusionada al extremo 5’ del casete de resistencia. Para
conseguir que ambos fragmentos queden fusionados, los oligonucleétidos del gen diana
fueron disefiados con 30 nucledtidos en el extremo 5’ complementarios al extremo 3’ 0 5’
del casete de resistencia, y por lo tanto eran susceptibles de fusionar con dicho casete.
Por ultimo, se realizd la tercera ronda de PCR. Se usaron oligonucleédtidos especificos del

interior del casete de resistencia y de la regién flanqueante del gen diana, de modo que
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cada construccién era portadora de aproximadamente el 75% de cada extremo del casete

de resistencia, incluyendo una regién complementaria en ambas construcciones.

Para la obtencién de mutantes con alelos delecionados se transformaron
protoplastos de la estirpe silvestre de F. oxysporum, empleando las dos construcciones
solapantes obtenidas anteriormente. El hecho de recombinacion esperado es la
sustitucion homadloga del gen diana por el casete de resistencia (figura 10B). Para ello, las
dos construcciones deben recombinar entre si en el interior del hongo, obteniéndose una
Unica construccién con el casete de resistencia completo y funcional, que a su vez debera
recombinar de manera homdloga en el gen diana, sustituyendo el alelo silvestre por el

casete de resistencia.

Primera

ronda genX-1 MF13F N EENX-M13-R

5| promotorgenX ‘ terminadorgenX I’
<
genX-M13-F MF13R genk-2

Segunda

ronda

5° promator gen X - ﬁ
Bl cmnsdorsenx 3
p gen X - Marcador seleccionable - Marcador seleccionable terminador gen X

Tercera

ronda

genX-1n genx-2n
—> <—
promotor gen X Marcador seleccionable terminador gen X
v - ~ Y
promrorgenx T —
gen X ORF g_r X terminader gen X
promotor genX Mert.adcrsele clonable
promotor gen X Marcador seleccionable terminador gen X

Figura 10. Esquema de interrupcion génica mediante la técnica de Split Marker. (A). Obtencidon de
construcciones. (B). Suceso de recombinacion doble que se espera que ocurra en el interior de los
protoplastos de F. oxysporum
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2.4.3. Transcripcion inversa: sintesis de ADN copia (ADNCc)

En primer lugar, el ARN purificado se tratd con el kit DNase | de Fermentas que
incluye tratamiento con ADNasa durante 30 minutos a 37°C, a razén de 0,1 pg/uL de ARN
y 0,1 U/uL de enzima. Para detener esta reaccion se incubd la mezcla a 65°C durante 10
minutos, afiadiendo EDTA a concentracidn final 2,5 mM para prevenir la hidrélisis del ARN

durante el calentamiento.

Para la sintesis de ADN copia, el ARN tratado con ADNasa se sometié a una
transcripcién inversa con la transcriptasa inversa M-MLV (“Moloney Murine Leukemia
Virus” Reverse Transcriptase) de Invitrogen. La reaccion se llevd a cabo en un vial libre de

nucleasas y para un volumen final de 40 pL.

Se mezclaron 2 pg de ARN total con 200 pmol de cebador oligo-dT y 0,8 mM de
dNTPs; la mezcla se llevd hasta 18 pL con agua desionizada estéril y se incubd a 65°C
durante 5 minutos. A continuacidn, la muestra se introdujo en hielo rapidamente y se
afiadiéd 1x tampdn First Strand Buffer (kit M-MLV, Invitrogen), 4 U/uL del inhibidor de
ARNasas RNasin®Plus RNase Inhibitor (Promega) y 5 mM de Ditiotreitol (DTT) (kit M-MLV,
Invitrogen). Se incubd a 37°C durante 2 minutos y, transcurrido ese tiempo, se afiadié la
retrotranscriptasa (10 U/uL), incubando la reaccién a 37°C durante 50 minutos mas. Por

ultimo, para inactivar la enzima, se calentd a 70°C durante 15 minutos.

2.4.4. Analisis de la expresidn génica mediante PCR cuantitativa a tiempo real

Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado (3 repeticiones técnicas a partir
de los ADNc de 3 réplicas bioldgicas). Se usaron placas de 96 pocillos (BioRad) en un
equipo iCycler iQ Real-time PCR System (BioRad). Por cada reaccién se afadieron 7,5 uL
de iQ SYBR Green Supermix (BioRad), 6,9 uL de ADNc diluido en agua desionizada estéril
(1:1) y 300 nM de cada oligonucledtido, en un volumen final de 1§L. Para cada éplica
técnica se usaron alicuotas de una misma mezcla. Las condiciones de amplificacion se

detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 13. Condiciones de amplificacion de la PCR en tiempo real para la cuantificacion de la expresion
génica.

Etapa Temperatura Tiempo N2 de ciclos
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos 1
Desnaturalizacién 94°C 30 segundos

Unidn del cebador 62°C 30 segundos

Extension 72°C 45 segundos 0
Determinacion de la fluorescencia 80°C 20 segundos

Para analizar los productos obtenidos tras la PCR se realizaron las curvas de
desnaturalizacion (curvas de Melting). Para ello se programo el equipo para aumentos de
0,5°C cada 5 segundos, comenzando a los 55°C hasta alcanzar los 95°C, determinandose

la fluorescencia tras cada aumento de temperatura.

Para el cédlculo de la eficiencia (E) de las reacciones de qPCR, se realizaron
diluciones seriadas del ADNc que fueron empleadas como moldes en reacciones de
amplificacidn. El valor E se calculd a partir de la pendiente de la recta obtenida tras
representar el logaritmo en base 10 de la cantidad de ADNc utilizada para la amplificacion

frente al ciclo umbral (Ct) de la amplificacidn, segun la ecuacion:
E=10(-1/pendiente)

Los niveles de expresion relativa se calcularon siguiendo el método de 2 (Livak &
Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001), siendo los valores de C; normalizados segun el valor C;
obtenido para el gen actina usado como gen de referencia enddgena. Los valores de C;
obtenidos experimentalmente eran considerados como validos si la dispersién de los

datos de cada triplicado era tal que su desviacidn tipica era menor a 0,5.

Rp = Z-AACt AAC'( = (Ctp'th)Tto_ (Ctp'th)Ref

Rp: Expresidn relativa del gen problema con respecto a la del gen control
P: Gen problema

C: Gen control

Ref: Condiciones de referencia

Tto: Condiciones de tratamiento
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2.4.5. PCR de marcaje

Para los analisis de hibridacién Southern se generaron sondas de ADN marcadas
con digoxigenina empleando DIG DNA Labeling Mix (Roche), una mezcla que contiene
digoxigenina-dUTP y dNTPs. Para obtener una sonda marcada se realizé una PCR estandar

en la que se sustituyeron los dNTPs por DIG DNA Labeling Mix.

2.5. Transformacion genética

2.5.1. Transformacion de Escherichia coli

Para obtener y transformar células competentes se siguié un protocolo basado en

el descrito por Hanahan (1985), con algunas modificaciones.

Obtencion de células competentes

Una colonia fresca de E. coli XL1-Blue o E. coli DH5a se inoculé en 5 mL de PSI-b!" y
se incubd 12 horas a 37°C con agitacion. El cultivo estacionario se transfirié a 100 mL de
PSI-b en un matraz de 1 L (precalentado a 37°C) y se continué la incubaciéon con agitacion
vigorosa hasta que la densidad éptica a 550 nm fue de 0,45-0,5. A continuacion, se enfrié
el cultivo en hielo durante 5 minutos y se centrifugd a 4°C durante 5 minutos a 7.000 rpm.
Seguidamente, las células se resuspendieron suavemente en 40 mL de solucién Tfb-1"
fria. Tras una incubacién de 5 minutos en hielo se volvieron a centrifugar a 7.000 rpm vy a
4°C durante 5 minutos, se retird el sobrenadante y se resuspendieron suavemente en 4
mL de solucién Tfb-2"® fria. Por dltimo, se enfrié en hielo durante 15 minutos, se
repartieron en alicuotas de 100 uL en viales previamente enfriados y se conservaron a -

80°C hasta su uso.

Wpsi-b: 5 g/L extracto de levadura; 20 g/L triptona y 5 g/L MgS0O4 x 7H,0. Ajustar a pH 7,6 con KOH.
Esterilizar en autoclave.

@solucién Tfb-1: 30 mM acetato potdsico pH 6,9; 50 mM MnCI2; 100 mM KCl; 10 mM CacCl, y 15% glicerol
(v/v). Esterilizar por filtracion.

®solucién Tfb-2: 10 mM MOPS pH 7,0; 75 mM CaCl,; 10 mM KCl y 15% glicerol (v/v). Esterilizar por filtracion.
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Transformacion de células competentes

Se usaron 50 plL de células competentes, descongeladas en hielo, a las que se les
afiadio 5 uL de la solucidn de ADN y se incubaron 30 minutos en hielo. Transcurrido este
tiempo las células se sometieron a un choque térmico de 42°C durante 1 minuto e
inmediatamente se volvieron a dejar en hielo durante 5 minutos. Para permitir la
expresion del gen que confiere resistencia al antibidtico ampicilina, las células
transformadas se incubaron a temperatura ambiente sin agitacion durante 15 minutos
con 100 pL de medio LB. Por ultimo, se sembré toda la mezcla de transformacién en

placas de medio selectivo, y se incubaron a 37°C durante 12-14 horas.

2.5.2. Transformacidn genética de F. oxysporum
Obtencion de protoplastos

Los protoplastos se obtuvieron siguiendo el protocolo descrito por Powell y Kistler

(1990) con ciertas modificaciones.

Esporas del hongo de la estirpe deseada congeladas en glicerol se inocularon en
medio PDB vy se cultivaron de 3-5 dias a 28°C en agitacion. Transcurrido este tiempo se
recogieron las esporas frescas y se inocularon 5x10® en 200 mL de PDB. Tras 12-14 horas
de incubacidn a 28°C las germinulas obtenidas se recogieron por filtracién con un filtro de
nailon (Monodur, diametro de poro 10-15 um) y se lavaron con abundante soluciéon
oM™, A continuacién, se recogieron con una espétula estéril y se resuspendieron en 20
mL de solucién OM conteniendo 0,5% (p/v) de una mezcla comercial de enzimas liticas de
paredes celulares fungicas (Glucanex de Novozymes). El tratamiento enzimatico se
mantuvo 45 minutos a 30°C y agitacion suave. Transcurrido este tiempo se comprobd¢ al
microscopio la formacion de protoplastos. Cuando el nimero y la calidad fue la adecuada,
la muestra se filtré a través de 2 filtros de nailon (Monodur, 10-15 um) y se lavé con
solucion STC? hasta llenar 4-6 tubos de centrifuga de 30 mL que se mantuvieron en hielo
en todo momento. Posteriormente, se centrifugd a 4°C y 3.000 rpm durante 15 minutos
utilizando un rotor basculante para recoger los protoplastos obtenidos. Estos se
resuspendieron muy suavemente en 1 mL de solucion STC y se determind su
concentracién mediante observacidn al microscopio usando una cdmara de Thoma. Se

repartieron en alicuotas de 100 plL a una concentracién de 2x10° protoplastos/mL. A
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continuacioén, se procedio a su transformacion o a su almacenamiento a - 80°C en 10% de
PEG™ (v/v) y 1% de DMSO (v/v).

Msolucién OM: 1,2 M MgSO,; 0,1 M Na,HPO,, pH 5,8-6,0 ajustado con acido ortofosférico. Esterilizar por
filtracién.

) solucién STC: 0,8 M sorbitol; 50 mM CaCl, y 50 mM Tris-HCl, pH 7,5.

®) Solucién PEG: 60% polietilenglicol 6000 (p/v) en 0,6 M MOPS.

Transformacion de protoplastos

Se realizd siguiendo el protocolo descrito por Malardier et al. (1989), con algunas
modificaciones. En un vial se mezclaron 1-2 ug de ADN transformante con 10 uL de 0,1 M
de acido aurintricarboxilico (ATA), fuerte inhibidor de nucleasas, y se llevé a un volumen
final de 60 pL con solucién TEC™. También se prepar6 un control sin ADN consistente en
10 pL de ATA y 50 pL de solucion TEC. Para experimentos de cotransformacidn, se afiadié

1,5 ug del ADN que conferia la resistencia al antibidtico y el doble de ADN de interés.

Esta mezcla se incubd en hielo durante 20 minutos, al igual que los protoplastos
obtenidos segun el protocolo descrito, ya bien fuesen frescos o congelados a -80°C.
Transcurrido este tiempo, el ADN fue centrifugado 2 minutos a 13.000 rpm vy el
sobrenadante se mezclé suavemente con los protoplastos y, de nuevo, se volvié a incubar
en hielo durante 20 minutos. Seguidamente se afiadieron y homogeneizaron lentamente
160 pL de solucién PEG y se prolongé la incubacién a temperatura ambiente durante 15
minutos, tras los cuales se afiadid 1 mL de solucién TEC. Se centrifugd a 3.000 rpm
durante 5 minutos para recoger los protoplastos y éstos se resuspendieron en 200 L de

solucién STC.

Se mezclaron entonces alicuotas de 50 uL de la soluciéon de protoplastos, que
contenian el ADN, con 3 mL de agar de cobertera® precalentado a 45°C y se sembraron
en medio sélido de regeneracion que se incubd a 28°C durante un periodo de tiempo
variable en funcién del antibidtico con el que se selecciond para permitir la expresion del
ADN transformante. Para la selecciéon con higromicina se mantuvieron 14 horas y para la

seleccién con fleomicina, 90 minutos.

En el caso del control, sin ADN, se realizaron diluciones 102 y 10" en STC,
afiadiendo 100 pl de cada una de ellas a 3 mL de agar de cobertera y sembrando en
placas de medio minimo de regeneracidn, con el fin de determinar el porcentaje de

regeneracién y viabilidad de los protoplastos. Ademas, se realizé una dilucién 10™ en
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agua desionizada, lo que provoca la desestabilizacion de los protoplastos y su
consiguiente muerte, de la cual 100 pl fueron sembrados con agar de cobertera y
sembrados en placas para determinar el porcentaje de esporas presentes. Para el ultimo
control se mezclaron 190 ul de la solucidn control con 3 mL de agar de cobertera y se
sembraron con el fin de certificar la ausencia de crecimiento en medio selectivo. Estos
controles se incubaron a 28 °C el mismo tiempo que las placas que contenian en ADN
transformante. Transcurrido el tiempo de incubacién se afiadieron otros 3 mL de agar de
cobertera que contenian el antibidtico de seleccién, 2 mg de higromicina B 6 0,2 mg de
fleomicina, excepto en los controles de regenerancién y en el control de esporas. Por

ultimo, se incubaron a 28°C hasta la aparicidon de colonias con fenotipo transformante.

Los transformantes obtenidos se sembraron en placas de PDA selectivas como paso
previo a la obtencidn de colonias puras, originadas a partir de una Unica espora.
Posteriormente, los transformantes obtenidos fueron confirmados mediante

amplificacidon selectiva por PCR y por andlisis Southern.

Msolucién TEC: 10 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM EDTA y 40 mM CaCl,.
(Z)Agar de cobertera: 0,4 % de agar (oxoid) (p/v) en medio minimo de regeneracion.

2.6. Ensayos de patogenicidad

2.6.1. Infeccion de plantas de tomate

Para analizar el patotipo de los mutantes de F. oxysporum obtenidos en este
trabajo se inocularon plantas de tomate del cultivar MoniKa (Syngenta seeds, Almeria,
Espafia) o Money Maker (La Mayora, CSIC, Malaga) con suspensiones de esporas de las
diferentes cepas (Di Pietro & Roncero, 1998). Las esporas se recogieron por filtracién y
posterior centrifugacién a 10.000 rpm durante 10 minutos, se lavaron muy bien con agua
estéril desionizada y se calculd su concentracidn tras observarlas al microscopio con

camara de Thoma.

Las plantas de tomate se cultivaron en vermiculita hasta que presentaron sus
primeras hojas verdaderas (15 dias). Tras retirarlas cuidadosamente de la vermiculita se
lavaron debajo del grifo suavemente. Seguidamente se sumergieron durante 30 minutos
en una suspension acuosa con 5x10° esporas/mL, en placas de Petri. A continuacion las
plantas se trasplantaron a minimacetas individuales con vermiculita y se cultivaron en
camara de cultivo con tubos fluorescente (36W, fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas

de oscuridad) a 28°C.
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La evolucién de la enfermedad se evalud durante las semanas siguientes a la
infeccidon. Para ello se utilizaron los indices de enfermedad descritos por Huertas-
Gonzalez et al. (1999) que se corresponden con los siguientes estadios: 1, planta sana; 2,
primeras hojas afectadas; 3, hojas y peciolos caidos; 4, hojas muertas vy tallo erguido; 5,
planta muerta. La evolucién de la enfermedad también se definid como el porcentaje de
supervivencia de las plantas tras 30-40 dias usando el método Kaplan-Meier, analizando
los datos con el programa GraphPad Prism, tal y como ha sido descrito por Lopez-Berges
etal. (2012).

Figura 11. Distintos estadios de la fusariosis vascular en plantas de tomate.

2.6.2. Infeccidn de frutos

Se estudid el crecimiento invasivo del hongo mediante su inoculacidn en frutos de
tomate de la variedad Daniela (Di Pietro et al, 2001). Los frutos de tomates se lavaron
bien con agua, se sumergieron durante 5 minutos en 96% de etanol (v/v) y se dejaron
secar en el interior de una cdmara de flujo laminar. Se inocularon 5 pL de una suspension
de esporas a una concentracidon de 10’ esporas/mL pinchando la superficie del fruto con
la punta de una pipeta automatica. Los tomates se incubaron a 28°C con una humedad

relativa del 100%. El proceso de infeccién se evalud a lo largo de 4 dias.
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2.7. Ensayos fenotipicos

2.7.1. Ensayo de adhesion a raices (Di Pietro et al, 2001)

Las plantas de tomate se cultivaron en vermiculita hasta que presentaron sus
primeras hojas verdaderas. Tras retirarlas cuidadosamente de la vermiculita se lavaron las
raices debajo del grifo con mucha suavidad. Posteriormente, cada planta fue sumergida
en 50 mL de una suspensién con 5X10° esporas/mL de PDB diluido 50 veces en agua
estéril y suplementado con 4cido glutdmico a una concentracidn final de 20 mM, vy se
incubé durante 24-48 horas a 28°C y agitacién (170 rpm); para ello se usaron matraces de

125 mL fijando la parte superior de la planta a la boca del matraz con cinta adhesiva.

Pasado el tiempo de incubacién, se sacaron las raices de las suspensiones, se
lavaron vigorosamente en agua y se observaron bajo la lupa. El micelio adherido se

observa como una masa blanca que recubre las raices laterales.

2.7.2. Ensayo de produccion de poligalacturonasas extracelulares (Di Pietro & Roncero,
1998)

Se inocularon placas PGA (ver 1.3.2) tamponadas a pH 6,5, con 2 uL de una
suspension de esporas a una concentraciéon de 10’ esporas/mL y se incubaron a 28°C
durante 4 dias. Pasado el tiempo se vertieron 20 mL de HCI 0,4 N sobre la placa y se dejo
a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion se retird la solucion anterior
y la placa se aclaré con agua del grifo. El tratamiento con HCI hace precipitar al acido
poligalacturénico quedando toda la placa de color blanco, salvo en aquellas zonas,
alrededor de la colonia fungica, en las que el polimero ha sido degradado por la accién de

las poligalacturonasas extracelulares del hongo y se aprecia un halo transparente.

2.7.3. Ensayo de penetracion de membranas de celofan (Prados Rosales & Di Pietro,
2008)

Este ensayo mide la capacidad del hongo de producir enzimas que degradan el
celofan (polimero de celulosa) y, a su vez, la capacidad de ejercer una presion fisica sobre

una superficie rigida.

Se prepararon placas de medio minimo Puhalla con membranas de celofan (ver
1.3.2) y se inoculd el centro de cada una con una gota de 5 pl de una suspension de
esporas a una concentracion de 10’ esporas/mL. Las placas se incubaron a 28°C durante 4

dias; pasado este tiempo se retird la membrana de celofan junto con la colonia fungica y
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se incubd 24 horas mas a 28°C. Tanto el crecimiento del hongo antes de retirar el celofan,
como la penetracidon o no del mismo fueron documentados mediante el escaneo de las

placas.

2.7.4. Ensayo de aglutinacion (Prados Rosales & Di Pietro, 2008)

Se inocularon, en un tubo de 30 mL, 5x10° esporas frescas en 2 mL de PDB diluido
50 veces en agua estéril y suplementado con acido glutamico a una concentracion final de

20 mM. La incubacidn se realizé durante 36 horas a 28°C con agitacion.

Pasado este tiempo, el cultivo se agité vigorosamente para disgregar las uniones
débiles y se traspasé integramente a una placa multipocillo donde se observd la presencia

de agregados aglutinados de hifas bajo la lupa.

2.8. Ensayos de fusion vegetativa (Prados Rosales & Di Pietro, 2008)

2.8.1. Seleccion de mutantes nit en medio con clorato

Los mutantes nit1 (nitrato reductasa), nitM (cofactor de molibdeno) y nit2 (nitrito
reductasa) son incapaces de metabolizar el clorato por lo que cepas afectadas en

cualquiera de estos genes son resistentes a clorato (Cove, 1976; Puhalla, 1985).

Para seleccionar mutantes nit de las cepas de F. oxysporum deseadas, se
extendieron 100 L de una suspension de esporas frescas a una concentracién de 2,5x10’
esporas/mL en una placa de PDA+clorato (15 g/L de KCIO;) y se incubd a 28°C durante 10-
15 dias. Pasado este tiempo, las colonias resistentes a clorato que aparecieron se picaron
a nuevas placas de PDA+clorato y se incubaron tres dias mas a 28°C. Una vez que la
colonia estaba lo suficientemente crecida se cortd un trozo de la misma con una espatula
estéril, y se inoculé en PDB. El cultivo se mantuvo 4 dias en agitacién a 28°C.

Posteriormente se recogieron las esporas y se guardaron a - 80°C con glicerol al 30% (v/v).

Caracterizacion del fenotipo nit” de los mutantes obtenidos

Cada uno de los mutantes resistentes a clorato obtenidos se sembré en placas de
medio minimo Puhalla (ver 1.3.2) con distintas fuentes de nitrégeno (23 mM de nitrato,
10 mM de nitrito, 0,7 mM de hipoxantina 6 5 mM de amonio) para poder caracterizar el
tipo de mutacidn nit que presentaba. En la siguiente tabla se representan los fenotipos
asociados a las diferentes mutaciones segun el crecimiento en las distintas fuentes de

nitrégeno.

75



Tesis Doctoral Cristina de Miguel Rojas

Tabla 14. Fenotipo de los mutantes nit en medio minimo Puhalla con diferentes fuentes de nitrégeno

Mutante\Medio NO; NO, Hipoxantina NH, Clorato
nitl - + + + +
nit2’ - - + + +
nitM - + - + +
4287 + + + + -

El signo (-) indica un crecimiento donde el micelio que se forma es muy fino comparado con el de la cepa silvestre en los
medios con fuente de nitrégeno. En el medio con clorato indica que la cepa silvestre no crece. El signo (+) indica
crecimiento normal.

2.8.2. Ensayo cualitativo de fusidn vegetativa

Se inocularon 5 pL de una suspensidn de esporas del mutante nitl y del mutante
nitM en placas de medio minimo Puhalla (ver 1.3.2). Ambas gotas se colocaron a una
distancia de aproximadamente 1 cm. La placa se incubd a 28°C durante 5 dias y se
observd si en la zona de contacto se produce el crecimiento vigoroso debido a la
complementacidon genética que se deriva de la capacidad de fusidn vegetativa de la

colonia.

2.8.3. Ensayo cuantitativo de fusion vegetativa

Mediante este ensayo es posible cuantificar la frecuencia de fusion vegetativa de
una cepa. Para llevarlo a cabo se necesitan dos mutantes distintos en los genes nit™ (nitly
nitM) para cada cepa a ensayar. Por tanto, el primer paso fue aislar mutantes nit (ver
2.8.1).

Las cepas a ensayar se crecieron en PDB a 28°C y agitacion (170 rpm) durante 3
dias. Se inocul6 también una cepa nitl y otra nitM obtenidas en un fondo silvestre ya que
éstas se utilizardn como control positivo de fusidn. Para cuantificar la frecuencia de fusién

de un mutante nit1, la cepa estandar es la nitM, y viceversa.

Las esporas se recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en agua y se
contabilizaron en cdmara de Thoma. Se prepararon diluciones seriadas de todas las cepas
a ensayar desde 10’ esporas/mL hasta 10° esporas/mL. En un tubo de microcentrifuga se
mezclaron 100 pL de la suspensidn mas concentrada de una cepa control (nit1 o nitM),
con 100 pL de cada una de las diluciones del mutante. Para el control positivo, se
mezclaron 100 pL de la suspensidn de esporas mas concentrada del mutante nitM con

100 pL de la suspension de esporas mds diluida de mutante nitl y viceversa. Las

76



Materiales y Métodos

suspensiones de esporas se sembraron en placas de medio minimo Puhalla (ver 1.3.2) se

incubaron 4 dias a 28°C y se contabilizdé el nimero de colonias con crecimiento silvestre.

Para evaluar la viabilidad de cada cepa se sembraron 100 pL de las diluciones 10’ y
10* esporas/mL en placas de PDA. La frecuencia de reversién de la mutacién nit se evalué
sembrando 100 pL de la dilucién 107 esporas/mL en placas de medio minimo Puhalla. La
frecuencia de fusidén de capa cepa se corrigid por el valor medio de supervivencia y de
reversion de cada cepa. El resultado se expreso en relacion a la frecuencia de fusion de la

cepa silvestre.

2.9. Manipulacion y analisis de proteinas

2.9.1. Extraccion de proteinas totales

Para la obtencidn de extractos proteicos totales a partir de micelio se aplico el
método basado en lisis celular mecanica, separacidn, eliminacidn de restos celulares por
centrifugacidn y precipitacion de las proteinas solubles, segin sea el destino de dichas

proteinas.

Para la rotura celular, aproximadamente 100 mg de micelio, se machacdé con
nitrégeno liquido en un mortero previamente enfriado hasta conseguir un fino polvo. El
micelio machacado se resuspendié en 300 pL de tampdn de extraccién AY frio, se
homogeneizd vigorosamente y se incubd en hielo durante 30 minutos. A continuacidn, se
centrifugd 10 minutos a 4°C y 13.000 rpm, recuperando el sobrenadante que se guardd a
- 80°C hasta su uso. En el caso de proteinas utilizadas para analisis de fosforilacidn, el
micelio machacado fue homogeneizado en tampdn A incluyendo los siguientes
inhibidores de fosfatasas: 50 mM NaF, 5 mM pirofosfato de sodio, 50 mM B-
glicerofosfato, 1mM ortovanadato de sodio y una pastilla de un coctel de inhibidor de
fosfatasas, PhosSTOP Phosphatase de Roche.

& Tampon de extraccion A: 10% glicerol (v/v); 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NacCl; 0,1 % SDS; 1% Triton; 5
mM EDTA; 1 mM PMSF y 1% coctel inhibidor de proteasas (Sigma, P8215).
2.9.2. Concentracion de proteinas con metanol-cloroformo (Wessel & Flugge, 1984)

Este paso de concentraciéon de las proteinas se aplicd Unicamente a aquellos
extractos proteicos (procedentes de germinulas que habian sido inducidas 8 horas en

placas de medio minimo Puhalla) cuyo destino seria la espectrometria de masas.
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Las proteinas extraidas se alicuotaron en volimenes de 200 pL para, a
continuacién, afadir 4 volimenes de metanol, 1 volumen de cloroformo y 3 volimenes
de agua destilada, agitando vigorosamente tras cada adicidn. Se centrifugd 5 minutos a
12.000 rpm y se desechd la fase superior con mucho cuidado de no extraer el anillo
blanquecino formado por las proteinas en la interfase. De nuevo se afadieron 3
volimenes de metanol, se homogeneizd y se centrifugd 5 minutos a 12.000 rpm
eliminando el sobrenadante. El precipitado se secd y finalmente se resuspendid en
tamp6n de hidratacion 1X CHAPS™.

“)Tampén de hidratacion 1X CHAPS: 7M urea; 2 M tiourea; 4% CHAPS ([3-[(3-cholamidopropyl)-
dimethylammonio]) (p/v).

2.9.3. Determinacion de la concentracion de proteinas

Se utilizé el método Bradford (1976) para cuantificar las proteinas utilizadas para la
espectrometria de masas, utilizando seroalbimina bovina (BSA) como estandar. Este
método se basa en la reaccidén colorimétrica entre los grupos sulfonados acidos presentes
en el azul de Coomassie (Brilliant blue G-250) con grupos amino libres presentes en los
aminoacidos basicos de las proteinas (arginina, lisina e histidina). Los cambios de
absorbancia a 595 nm son directamente proporcionales a la concentracidon de proteina

presente, la cual se calcula utilizando una recta patron.

Para la elaboracién de esta recta se utilizd una disolucién de seroalbimina bovina
(BSA) de concentracion conocida (2 mg/mL) a partir de cual se hicieron diluciones
seriadas. La reaccidon colorimétrica se llevé a cabo anadiendo reactivo de Bradford
comercial (Bio-Rad) tanto a las soluciones de BSA como a las muestras problema. Tras 15

minutos de incubacion en oscuridad se determind la absorbancia a 595nm.

Para el resto de extractos proteicos, la concentracion de proteinas se determiné
usando el kit de Bio-Rad DC™ protein assay y siguiendo las instrucciones de la casa

comercial. Para la recta patron también se usé la seroalbumina bovina.

2.9.4. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas se visualizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE, Sodium Dodecy! Sulfate-Polyacrilamide Gel Electroforesis) (Laemmli,

1970). Esta técnica permite la separacion de las proteinasen funcién de su tamafio.
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Preparacion de las muestras

Las muestras a analizar se mezclaron con tampén de carga para proteinas'”, se
desnaturalizaron 10 minutos a 100°C, se centrifugaron 2 min a 12.000 rpm y se cargaron
en el gel SDS-PAGE.

“)Tampén de carga para proteinas: 50 mM Tris-HCI, pH 6,8; 8% glicerol (v/v); 1,6% SDS (p/v); 4% B-
mercaptoetanol (v/v); 0,1% azul de bromofenol.

Preparacion del gel

1.- Gel separador (8 mL): se mezclaron 2 mL de solucién LGB™ con 2,8 mL de 40%
Acrilamida:Bisacrilamida 37,5:1, y agua desionizada. La polimerizacién se inici6 al afiadir
40 pL de 10% persulfato de amonio (APS) v/v y 10 uL de Temed (N,N,N’,N’-
Tetrametiletilendiamina). Tras verter la mezcla entre los dos cristales, se afiadio
suavemente agua hasta el borde. Una vez que el gel separador polimerizd, se retiré el
agua invirtiendo el gel.

2.- Gel concentrador (5mL): se mezclaron 1,25 mL de solucién UGB® con 0,5 mL de
40% Acrilamida:Bisacrilamida 37,5:1 y 3 mL de agua desionizada. La polimerizacion se
inicio tras la adicién de 30 plL de 10% APS (v/v) y 10 pL de Temed. Esta mezcla se afiadié
lentamente entre los cristales que ya tenian el gel separador. Se colocé el peine y se dejé
polimerizar.

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

Electroforesis

)a un voltaje de 80V durante 45

La electroforesis se realizé en tampén Tris-Glicina®
minutos y 180V durante 90 minutos mas, en el sistema vertical mini Protean® cell de Bio-
Rad. Como patrén de peso molecular se utilizd una mezcla comercial de proteinas

(ProSieve® Quad Color).

“)Tampén Tris-Glicina: 25 mM Tris (Trizma base); 192 mM glicina; 0,1% SDS (p/v); pH 8,3.
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Tincidon de los geles

1.- Tincién de Coomassie: los geles se tifieron con solucidn de Coomassie'”. Para
eliminar el exceso de tincién se lavaron 30 minutos con solucion High Destain® y durante
1 hora con la solucién Low Destain®.

Msolucién de Coomasie: 0,1% Coomasie Blue (brilliant blue R-250) (p/v); 60% metanol (v/v); 10% &acido
acético (v/v).

Psolucion High Destain: 50% metanol; 10% acido acético.
Bsolucién Low Destain: 5% metanol; 7% acido acético.

2.- Tincién fluorescente SYPRO Ruby (BioRad): Esta tincidn se usé para la
identificacion posterior de proteinas por espectrometria de masas, al ser compatible con
esta técnica.

Las proteinas se fijaron durante 30 minutos con una solucién de fijacion™ y
posteriormente se incubaron 12 horas en SYPRO Ruby. Finalmente, se lavaron 30 minutos

con solucién de fijacidn para eliminar la fluorescencia del fondo.

Wsolucion de fijacion: 7% acido acético; 10% metanol.

2.9.5. Analisis de la expresion diferencial de proteinas totales mediante espectrometria
de masas

Obtencion de las muestras

Se inocularon 5x10° esporas frescas de las distintas estirpes a ensayar en 50 mL de
PDB y se dejaron germinar. Tras 12 horas de incubacion a 28°C y 170 rpm, se recogieron
las germinulas y se lavaron en agua estéril varias veces para eliminar los restos de PDB. A
continuacioén, se resuspendieron en 4 mL de agua estéril transfiriéndose a dos placas de
medio minimo Puhalla e incubdndose a 28°C durante 8 horas. Este proceso se repitid
varias veces para obtener la cantidad de proteinas suficientes para el disefio experimental

planteado.

Disefio experimental

El analisis se llevd a cabo a partir de seis réplicas analiticas tanto de la estirpe
silvestre 4287 como de la estirpe mutante Afbpl. Para el andlisis de las proteinas se
prepararon mezclas aleatorias de los distintos extractos proteicos obtenidos bajo las
condiciones de induccidn indicadas en el parrafo anterior. Para cada réplica se utilizaron

150 pg de proteinas.
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Electroforesis bidimensional

Esta técnica se utilizé para separar las muestras de proteinas totales de acuerdo al
método descrito por Pitarch et al. (1999). El isoelectroenfoque (IEF) se realizd en el
equipo Protean IEF cell (Bio-Rad), utilizando tiras de gel de poliacrilamida de 17 cm con un
gradiente lineal de pH inmovilizado (IPG) entre 5-8 (ReadyStrips IPG Strips, BioRad)
(Bjellgvist et al, 1993).

Cada muestra se resuspendio en tampdn de carga(l) y agua hasta un volumen final
de 350 pL y tras 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente se deposité sobre la
tira de IPG, previamente hidratada con tampdn de hidratacion'®. La electroforesis se

realizd en una camara de IEF a 20°C, aplicando los siguientes programas:

- Rehidratacidn pasiva, sin voltaje, durante 2 horas.
- Rehidratacion activa 10 horasa 50 V.

-1horaa 1.000 V.

-1 horaa4.000V.

- 30 minutos a 80.000 V.

- 80.000 V hasta alcanzar los 50.000V/hora.

Después de la primera dimension, se realizé el equilibrado de las tiras con el fin de
solubilizar las proteinas y reducir los puentes disulfuro. Este proceso se realizd tratando
las tiras con dos tampones de equilibrado® de manera secuencial e incubando 15
minutos con cada uno. A continuacidn, las tiras equilibradas se colocaron en la parte
superior de un gel SDS-PAGE al 11% de acrilamida y se sellaron con una solucién de
agarosa al 0,5%. La segunda dimension se llevé a cabo en un sistema de electroforesis
vertical Protean Plus Dodeca cell (BioRad) a una intensidad de 30 V durante 30 minutos a

8°Cy 60V hasta que el frente alcanzé el final del gel.

“’Tampén de carga: Tampdn de rehidratacién con 2,8 mg/mL DTT fresco.

@ Tampén de rehidratacién: Urea 7 M; Tiourea 2 M; CHAPS 4%; DTT 20 mM; Tritén X-100 0,5%; Anfolitos
0,5%; Azul de bromofenol.

B Tampén de equilibrado 1: 375 mM Tris-HCl, pH 8,8; 6 M Urea; 2% SDS; 20% Glicerol; 2% DTT.

®'Tampén de equilibrado 2: 375 mM Tris-HCl, pH 8,8; 6 M Urea; 2% SDS; 20% Glicerol; 2% DTT; 2,5%
iodoacetamida.
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Escaneo de los geles

Las proteinas se visualizaron mediante el escaneado de los geles, previamente
tefiidos con SYPRO-Ruby (Bio-Rad) (ver 2.9.4). La digitalizacién de las imagenes se realizd
en el equipo Molecular Imager FX Pro Plus Multi-imager System (Bio-Rad) usando una

longitud de onda de 535 nm y una resolucion de 100 um.

Andlisis de imagenes para evaluar la expresion diferencial

Las imdagenes obtenidas de los geles se analizaron con el programa PD-Quest. La
normalizacién entre geles se basd en la cantidad total de proteina aplicada al gel (“Total
quantity in valid spots”). El criterio de seleccion cuantitativo para determinar la
presencia/ausencia de los spots proteicos entre réplicas fue de V>2 o V<0,5, siendo V el

volumen normalizado del spot en unidades de ppm CNT (unidades de cuantificacion).

El analisis estadistico de los spots con expresidn diferencial se hizo mediante el test
“t de Student” para determinar la probabilidad de que éstas se debieran al azar.
Previamente se comprobd la normalidad de la distribucion (test de Wilks-Shapiro), y la
igualdad 6 no de varianzas (test F-Snedecor). Aquellos spots con un p-Value < 0,05 se

consideraron proteinas con expresion diferencial en las estirpes analizadas.

Escision y digestion de las manchas proteicas

Las proteinas de interés fueron escindidas del gel mediante la estaciéon automatica
Investigator™ ProPic (Genomic Solution), y sometidas a digestion triptica segiun el
protocolo de Schevchenko et al. (1996) con pequefias modificaciones, en el digestor

ProPrep Il (Genomic Solutions) siguiendo los pasos que se indican:

- Lavado con 25 mM bicarbonato amdnico y acetonitrilo.

- Reduccion con 10 mM ditiotreitol en 25 mM bicarbonato amonico.

- Alquilacion con 100 mM iodoacetamida en 50 mM bicarbonato aménico.

- Eliminacion de residuos del gel con 50 mM bicarbonato amdnico y acetonitrilo, y
secado bajo nitrégeno gaseoso.

-Tratamiento con 12,5 ng/ulL de tripsina porcina (Promega, Madison WI) en 25 mM
bicarbonato amoénico durante 12 horas a 37°C.

-Elucion de los péptidos resultantes con 25 mM bicarbonato amdnico y 0,1% acido

trifluoroacético (TFA) (v/v) en 50 pL de volumen final.
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-Purificacidn y concentracion en microcolumna de resina C18 (ZipTip, Millipore), y

elucion directa en una solucién de matriz'” sobre la placa MALDI en un volumen de 1 pL.

Wsolucién matriz: 3 mg/mL de acido a-ciano-4-hidoxicinamico en 70% acetonitrilo/0,1% TFA.

Espectrometria de masas (MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF)

Tras la cocristalizacién sobre la placa, las muestras se analizaron mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization
Time-of Flight) en un espectrometro de masas 4800 Proteomics Analyzer (Applied
Biosystems). La adquisicién de los espectros se realizd en modo reflector de forma
manual. Después de llevar a cabo una autocalibracion utilizando las relaciones
masa/carga de los picos de autolisis de la tripsina porcina (M+H"=842,509,
M+H"=2211,104), se determind la huella peptidica (MS), utilizando los picos mayoritarios
en un rango de masa entre 800-4000 m/z. De cada muestra se obtuvieron espectros de

fragmentaciéon (MSMS) de las m/z mas intensas.

La identificacion de proteinas se realizd combinando los espectros MS y sus
correspondientes MSMS sobre la base de datos de F.  oxysporum
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/MultiHome.htmL),
utilizando Mascot 2.0 (MatrixScience) como motor de busqueda. Los siguientes
parametros fueron seleccionados para la busqueda: restriccion taxonémica a hongos, un
minimo de cuatro péptidos macheados, un nimero maximo de errores en el corte de la
tripsina de uno y metioninas oxidadas como posibles modificaciones. Se consideraron
validos aquellos analisis que tuvieron un nivel de puntuacién (score) minimo de 55 y se
confirmaron por la superposicidon exacta de los péptidos macheados en los principales

picos del espectro.

2.9.6. Analisis Western Blot

Para los andlisis de hibridacion Western blot se emplearon 100 pg de proteinas
totales resuspendidas en tampdén de carga (ver 2.9.4) y separadas en geles de
poliacrilamida al 12% siguiendo las condiciones de electroforesis indicadas en el apartado
2.9.4.
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El gel se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) usando el Mini
Trans-blot® Cell (Bio-Rad) y tampdn de transferencia'” a 100V durante 2 horas a 4°C.
Finalizada la transferencia, las membranas se bloquearon con 5% de skin milk disuelto en

TBST? pH 7,6 durante 1 hora a temperatura ambiente.

Antes de incubar con el anticuerpo primario la membrana se lavé varias veces con
TBST pH 7,6 para eliminar el exceso de skin milk. El anticuerpo primario se mantuvo a 4°C
durante toda la noche, mientras que el secundario se incubd durante una hora a
temperatura ambiente. Los residuos fosforilados p44/42 de las MAP kinasas Fmk1 y Mpk1
se detectaron usando el anticuerpo primario PhosphoPlus p42/p44 MAP kinase (Thr-
202/Tyr-204) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la deteccidn de las
proteinas kinasas Fmkl y Mpkl se usaron los anticuerpos a-FUS3 y a-Mpkl,
respectivamente, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la deteccion de Bmh2 se
uso el anticuerpo a-BMH2. Como control de carga se usé el anticuerpo monoclonal -
tubulina.

“)Tampén de transferencia: 48 mM Tris-HCl pH 7,5; 39 mM glicina; 0,0375% SDS y 20% metanol.
@TBST: 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,05% de Tween 20. Ajustar el pH a 7,6 con HCI.

2.10. Microscopia

Para la observacién microscopica de las distintas estirpes de F. oxysporum
empleadas en este trabajo se inocularon 10’ esporas/mL de cada estirpe y se incubaron

36 horas a 28°C en el medio sélido correspondiente con un 3% de agarosa.

La observacidon del crecimiento de las hifas lider de la colonia se realizd en
microscopio éptico. Para una observacion a nivel microscépico, se corté un fragmento del
borde de la colonia, se le afiadieron 10 pL de medio minimo liquido y se cubrié con un
cubreobjetos. Las muestras se observaron empleando la técnica Nomarsky con un
objetivo de 20x y 40X, en un microscopio Leica DMR. En el caso de una observacion a
nivel macroscépico, se tomé directamente la placa en la que crecia la colonia y se observd

bajo un estereomicroscopio Zeiss.

Para los analisis de fluorescencia, un corte del borde de la colonia se tifié con 20 plL
de medio minimo liquido que contenia FM4-64 a 4,5 uM. Las muestras se mantuvieron 15
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad antes de su visualizacién con el objetivo

40X en un microscopio Leica DMR.
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2.11. Analisis bioinformaticos

2.11.1. Busquedas mediante BLAST

Las busquedas in silico de genes, tanto de F. oxysporum como de otras especies
fungicas, se realizaron usando el algoritmo BLAST (Altschul et al, 1990) alojado en las
paginas webs correspondientes al National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) o al Broad Institute Fusarium Comparative Database

(http://www.broadinstitute.org).

2.11.2. Alineamientos, dominios, modelado estructural y funciones proteicas

Las secuencias de aminoacidos deducidas para las proteinas de F. oxysporum y de
otras especies fungicas cercanas fueron alineadas con la herramienta M-Coffee (Di
Tommaso et al, 2011; Moretti et al, 2007; Notredame et al, 2000; Wallace et al, 2006) y
fueron visualizadas, ajustadas y corregidas manualmente con el programa Vector NTI®

AlignX (Invitrogen).

Las predicciones de los dominios de las proteinas Fbp1 y sus ortdlogos se realizaron
usando la base de datos Prosite (ExPASy; Instituto suizo de bioinformatica) y UniProtkB
(http://www.uniprot.org/) y el analisis SMART (Simple Modular Architecture Research
Tool; http://smart.embl-heidelberg.de/). La identificacion de dominios PEST en las
distintas proteinas se realizd utilizando el algoritmo epestfind
(http://bioinfo.nhri.org.tw/cgi-bin/femboss/epestfind) (Rechsteiner & Rogers, 1996;
Rogers et al, 1986). El andlisis de elementos de secuencia de las proteinas 14-3-3 se llevo
a cabo mediante la herramienta PSIPRED (Jones, 1999) disponible en el servidor Swiss-
Model (http://swissmodel.expasy.org/) (Arnold et al, 2006).

La construccidon de un modelo de la estructura 3D de las proteinas Bmh1l, Bmh2 y
Bmh2,.,0..76 de F. oxysporum se llevd a cabo utilizando la herramienta Swiss-Model
Workspace (Arnold et al, 2006). Para ello, se empleé como modelo la estructura 3D de la
proteina 14-3-3 subunidad epsilon de Homo sapines (cédigo de acceso del Protein Data
Bank: 2br9.A (Yang et al, 2006)). Las figuras estructurales se prepararon con el programa

Vector NTI®3D Molecule Viewer (Invitrogen).

La asignacidon de una categoria funcional para las proteinas identificadas, y en
funcién del proceso biolégico del que forman parte, se realizé usando en el gene ontology
(GO) y la informacidn de la base de datos UniProt-GO (http://www.ebi.ac.uk/GOA/).
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2.11.3. Arboles filogenéticos

La elaboracion del arbol filogenético se llevd a cabo a través de la plataforma
Phylogeny.fr (http://www.phylogeny.fr) donde es posible seleccionar cada una de las
herramientas previas hasta la obtencién del mismo (Dereeper et al, 2010; Dereeper et al,
2008). El alineamiento de las secuencias se realizé usando la herramienta T-Coffee
(Notredame et al, 2000). Los alineamientos fueron desprovistos de los huecos existentes
mediante el programa GBlocks v0.91b (Castresana, 2000). A continuacidn, aplicando el
programa PHYLM v3.0 (Anisimova & Gascuel, 2006; Guindon & Gascuel, 2003) se realizé
un andlisis filogenético por el método de maxima probabilidad con un bootstrap no
paramétrico de 500 repeticiones a partir del alineamiento resultante. La representacién
grafica y edicién del arbol se llevd a cabo mediante la herramienta TreeDyn v198.3
(Chevenet et al, 2006).
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1. Fbp1l, una proteina F-box conservada en hongos

Un regulador importante de los procesos fisioldgicos en eucariotas es la
renovacion proteica. Dada la importancia de dicho proceso, resultd de gran interés
investigar el papel de proteinas pertenecientes a la maquinaria de renovacién

proteica, en la patogénesis de Fusarium.

Aungue en humanos y en levaduras se han identificado muchas proteinas F-box
responsables del secuestro de las proteinas diana, para su ubiquitinacion y posterior
degradaciéon por proteosoma, en hongos filamentosos se conoce muy poco al
respecto. Sin embargo, recientemente se han identificado en Fusarium dos proteinas
F-box del complejo SCF implicadas en la patogénesis, Frpl en Fusarium oxysporum

(Duyvesteijn et al, 2005) y FBP1 en Fusarium graminearum (Han et al, 2007).

1.1. Identificacidn, analisis y expresion del gen fbp1 de Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici

La busqueda de proteinas con dominio F-box en el genoma de Fusarium
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/) reveld la
presencia de 53 proteinas F-box en el genomio de F. oxysporum f. sp. lycopersici asi
como 63 y 42 proteinas F-box en los genomios de F. graminearum y Fusarium
verticilloides, respectivamente. De entre ellas, la proteina codificada por el gen
FOXG_04438 es la ortdloga a Fbpl en F. graminearum (Han et al, 2007). La proteina
deducida contiene 743 aa y su secuencia génica se encuentra interrumpida por tres
intrones. Al igual que GRR1, en levaduras, y los ortélogos de otras especies fungicas,
Fbpl contiene un dominio F-box y doce copias en tdandem de una secuencia de 26
aminodcidos, que se corresponde con el dominio LRR (figura 12). La secuencia de Fbp1l
presentd una alta similaridad (87% de identidad) con la proteina Fbpl de F.
graminearum. Estos niveles de identidad se incrementaron hasta casi el 99% cuando
se compararon los dominios conservados F-box o LRR. Un analisis de dominios PEST
con la herramienta  Emboss  epestfind  (http://bioinfo.nhri.org.tw/cgi-
bin/emboss/epestfind) reveld que Fbpl contiene un potencial dominio PEST localizado
entre las posiciones 12 y 23, responsable de su posible autorregulaciéon por

degradacion proteolitica.
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Figura 12. El producto génico de fbpl en F. oxysporum representa una proteina F-box conservada en
hongos. (A) llustracion esquematica de la proteina Fbpl en F. oxysporum. F-box, dominio F-box; LLRs,
repeticiones ricas en leucina; aa, aminoacidos. Se indican las posiciones de los aminoacidos en los limites
de los dominios. (B) y (C) Alineamiento de la secuencia aminoacidica de las regiones que abarcan el
dominio F-box (B) y el dominio LRR (C) en Saccharomyces cerevisiae (ScGrrl), Candida albicans (CaGrrl),
Cryptococcus neoformans (CnFbp1l), Aspergillus nidulans (AnGrrA), Neurospora crassa (NcGrrl), Fusarium
graminearum (FgFbpl) y Fusarium oxysporum (FoFbpl). Las posiciones de los aminoacidos en la
estructura primaria de las distintas proteinas se indican a la izquierda. Los residuos idénticos estan
sombreados en negro, los conservados en gris oscuro y los similares en gris claro.
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El andlisis de la expresion del gen fbpl se realizd mediante PCR cuantitativa a
tiempo real. Para ello se sintetizd ADNc a partir de ARN extraido de cultivos crecidos
en medio rico (PDB) 6 en medio minimo MMP (Puhalla, 1968). Los niveles de transcrito
del gen fbp1 indicaron una expresion constitutiva en medio PDB en diferentes tiempos
de crecimiento (figura 13A). Este resultado es coherente con el descrito previamente
en F. graminearum (Han et al, 2007). Sin embargo, la expresion de fbp1 se encuentra
regulada por glucosa, observandose una menor expresién en glucosa que en
galactosa, al igual que ocurre en los genes ortdlogos descritos en levaduras y en

hongos patdgenos como Cryptococcus neoformans 6 F. graminearum (figura 13B).
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Figura 13. Expresion de fbp1 bajo distintas condiciones de crecimiento. Los histogramas muestran la
expresion relativa de fbp1 medida por PCR a tiempo real (Q-RT-PCR). El ARN se aislé de micelio obtenido
tras los tiempos de incubacién indicados en medio PDB (A) o tras pregerminar 14 horas en PDB vy
transferir durante 6 horas mas a un medio inductor (galactosa) o represor (glucosa) (B). Los datos fueron
normalizados tomando como referencia el nivel de transcrito del gen actina y relativizados tomando
como unidad los valores de expresidn a 72 horas (A) o medio con galactosa (B).

1.2. Interrupcidn dirigida del gen fbp1 (FOXG_04438)

Con el fin de conocer el papel biolégico de la proteina Fbpl en F. oxysporum se
construyeron mutantes Afbpl mediante la transformacién de protoplastos de la cepa
silvestre con una construccion en la que se habia reemplazado la fase abierta de
lectura del gen (ORF) por el casete de resistencia a higromicina (figura 14A). El analisis
mediante PCR, con cebadores especificos, de 4 de los transformantes resistentes a
higromicina identificé a 2 de ellos como transformantes por integracion homadloga
(figura 14B). El analisis Southern confirmé la presencia de una sola copia del alelo

mutado; la banda de hibridacién BamHI de 6,0 kb de la estirpe silvestre habia sido
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sustituida por otra de 3,2 kb (figura 14C) en los mutantes por recombinacién

homdloga.

Para complementar la mutacidon Afbp1 se amplificé un fragmento de 5,0 kb
(cebadores fbpl-4 + fbpl-7) que contenia el alelo silvestre del gen fbpl, y se utilizé
para cotransformar protoplastos del mutante Afbp1 junto con el casete de resistencia
a fleomicina. El andlisis mediante PCR de 3 transformantes resistentes a fleomicina,

reveld que todos ellos habian integrado una copia intacta del gen (figura 14D).
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Figura 14. Interrupcion dirigida del gen fbp1. (A) Representacion esquematica del locus fbp1 y del casete
de interrupcién con el marcador seleccionable obtenido por PCR de fusion. (B) Anadlisis de los
transformantes mediante PCR con los cebadores especificos fbp1-3 (externo a la construccién en 57) y
hph2 (higromicina). (C) Andlisis de los transformantes mediante hibridacién Southern; ADNg de la cepa
silvestre y de los distintos transformantes fue tratado con BamHlI, separado en un gel de 0,7% agarosa,
transferido a una membrana de nailon e hibridado con la sonda indicada. (D) Andlisis de tres
complementados independientes mediante PCR usando cebadores especificos fopl-1y fbp1-2.
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1.3. Fbp1 esta implicada en el crecimiento direccional en medio sélido

El crecimiento de F. oxysporum sobre medio sdlido desarrolla una colonia
algodonosa y homogénea. La mutacion en el gen fbp1 dio lugar a una morfologia de la

colonia diferente, mds evidente a los 6 dias de crecimiento (figura 15).

o b ﬂ
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‘

Figura 15. Arquitectura de la colonia en medio sélido. Esporas frescas de las distintas estirpes se
crecieron 4y 6 dias a 28°C en medio rico PDA. Escala, 10 mm.

Para estudiar el papel de Fbpl en la estructura de la colonia se analizd la
morfologia de las hifas lider (responsables del crecimiento polarizado) durante el
desarrollo de la misma, comparando el patrén de crecimiento de estas hifas en las
estirpes Afbpl vy silvestre. Las hifas del mutante presentaron un fenotipo de
crecimiento ondulado frente a las hifas rectilineas de las cepas silvestre y
complementada (figuras 16A y 16B). Se cuantificé este fenotipo mediante el conteo
del nimero de hifas lider onduladas en colonias independientes. Tras analizar 200
hifas lider en la cepa mutante se encontré un 100% de hifas onduladas, frente a la
estirpe silvestre y complementada en la que todas las hifas observadas mostraron un

fenotipo rectilineo.

Una de las caracteristicas de los hongos filamentosos es la presencia del
Spitzenkorper (Spk), un centro de recepcién de vesiculas muy dindmico localizado en
el apice de la hifa y a partir del cual se genera el crecimiento polarizado (Harris et al,
2005). Para analizar el Spk en la hifas lider se utilizé la tincion con FM4-64, un
colorante ampliamente usado en muchos hongos para visualizar este conjunto de

vesiculas (Fischer-Parton et al, 2000; Pefalva, 2005) Mientras que en las cepas
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silvestre y complementada se observd un Spk bien definido en los &pices en
crecimiento, el mutante presentd una tincion deslocalizada y muy abundante (figura
16C).

A
Afbpl :
Afbp1+fbpl
B
wt
wt
Afbp1 Afbp1
Afbp1+fbpl fbp 1+fbpl

Figura 16. Efecto de la delecion de fbp1 sobre el crecimiento direccional de las hifas. (A) 5x10* esporas
frescas de las distintas cepas se crecieron en medio minimo Puhalla con agarosa durante 48 horas a 28°C.
Las imagenes, tomadas con un estéreomicroscopio Zeiss, muestran el fenotipo de crecimiento del borde
de la colonia fungica (a-c, 15X, d-f, 28X, g-i, 80X). (B) las muestras del apartado A se observaron bajo un
microscopio Leica DMR (40X) usando la técnica Nomarsky. Escala, 10 um. (C) las muestras del apartado A
se tifieron 15 minutos con el colorante FM4-64 a una concentracién final de 4,5 uM y se observaron con
fluorescencia en un microscopio Leica DMR (40X). Las flechas blancas indican el Spk. Escala, 10 um.
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Con el fin de comprobar si el aumento de tincién en el dpice de las hifas Afbp1
era debido a que el colorante entraba por difusion, se aplicé FM4-64 en presencia de
azida sddica, un inhibidor metabdlico (figura 17). Como se observa en la figura, la azida
sddica inhibié la entrada del colorante pero permitid la tincién de la membrana
plasmatica de la zona apical, por lo que se concluyd que la incorporacion del colorante

era una incorporacién activa.

Nomarsky FM4-64+azida sddica

Figura 17. Efecto de la azida sddica sobre la tincion con FM4-64. Hifas lideres de la cepa silvestre y Afbp1
tefiidas con FM4-64 durante 15 minutos en presencia de 300 mM de azida sddica (la azida se afiade 2
minutos antes del colorante).

Estos resultados sugieren que Fbpl estd implicada en la correcta formacién del

Spk y en el crecimiento direccional de la colonia en medio sdlido.

1.4. Fbp1 contribuye a la virulencia de F. oxysporum

El papel de Fbpl en la virulencia de F. oxysporum se estudié mediante infeccidn
de plantas de tomate del cultivar Monika. Para ello, raices de plantulas de 14 dias de
edad fueron sumergidas en suspensiones de esporas frescas de las distintas cepas

durante 30 minutos.

Las plantas se evaluaron segun los sintomas de marchitez vascular aparecidos
tras diferentes intervalos de tiempo (Huertas-Gonzalez et al, 1999). El desarrollo de la
enfermedad se muestra en la figura 18. Los sintomas de enfermedad en las plantas
inoculadas con la cepa silvestre se incrementaron durante el desarrollo del
experimento, y la mayoria de ellas se encontraron en un grado de 4 a los 25 dias. Por
el contrario, las plantas inoculadas con la cepa Afbpl mostraron un retraso
significativo en el desarrollo de la marchitez, encontrandose en un grado de 2 a los 25
dias. En los mutantes complementados, la virulencia se restablecié a los niveles de la
cepa silvestre. Estos resultados sugieren que Fbpl es esencial para el completo

desarrollo de la enfermedad en plantas de tomate.
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Figura 18. Fbp1 es esencial para la completa virulencia de F. oxysporum en plantas de tomate. La gréfica
muestra el desarrollo de la marchitez vascular provocada por las cepas indicadas de Fusarium sobre
plantas de tomate (cv. Monika). La severidad de los sintomas se evalud a diferentes tiempos tras la
inoculacién, utilizando un indice de 1 (planta sana) a 5 (planta muerta). Las barras de error representan
las desviaciones estandar calculadas a partir de 10 plantas. El ensayo se llevd a cabo al menos tres veces
con resultados similares.

1.5. Fbp1 contribuye al crecimiento en medio sélido

Un aspecto que podria influir en el retraso en la virulencia de la estirpe Afbp1
podria ser que presentara una dificultad en la asimilaciéon de nutrientes, teniendo en
cuenta que GRR1 en S. cerevisiae esta implicada tanto en la incorporacion como la
asimiliacion de nutrientes (Eckert-Boulet et al, 2005; Spielewoy et al, 2004; Spielewoy
et al, 2010). Para investigar esta posibilidad se analizé el fenotipo de crecimiento de
las distintas cepas en medio liquido PDB y MMP. Como se observa en la figura 19, la
curva de crecimiento fue similar en las estirpes silvestre y mutante, tanto en PDB
como en MMP. Se analizé asimismo el crecimiento en liquido de ambas estirpes en
MM con diferentes fuentes de nitrégeno, observandose resultados similares (datos no

mostrados).
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Figura 19. Crecimiento en medo liquido. Esporas

frescas de las cepas indicadas se crecieron en medio
rico (PDB) y medio minimo puhalla midiendo la
absorbancia de los cultivos a 595 nm a los tiempos

indicados.

Sin embargo, al analizar el crecimiento en medio sélido, el mutante Afbpl

exhibié una reduccién muy significativa en el radio de la colonia respecto de la cepa

silvestre en todas las fuentes de nitrégeno y carbono testadas (figura 20B,C), siendo

esa reduccién menor en el medio nutritivo PDA (figura 20A).
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Figura 20. Efecto de |la
delecion de fbpl en la
utilizacion de fuentes de
carbono y nitrégeno. 2x10*
esporas frescas de las cepas
indicadas se crecieron
durante 4 dias a 28°C en
medio rico, PDA (A), 4 dias a
28°C en medio minimo con
diferentes fuentes de
nitrégeno al 1% (B) y 4 dias a
28°C en medio minimo con
diferentes fuentes de
carbono al 1% (C). CA,
casaminodcidos. Escala 5
mm.
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La disminucién del crecimiento en medio sélido, en cualquiera de las fuentes de
carbono y nitrégeno utilizadas sugeria que la mutacion fbp1 afectara a la desrepresion
de cualquier ruta metabdlica. Con el fin de comprobarlo se llevé a cabo un ensayo de
crecimiento en alcohol alilico, cuyo derivado acroleina es tdxico para el hongo. En el
caso de que Afbp1 estuviese afectado en desrepresion, seria mas resistente al alcohol
alilico que la estirpe silvestre. Sin embargo no se obtuvieron resultados concluyentes,
por lo que se sugiere que el menor tamano de la colonia en la cepa mutante sea
debido a un defecto en el crecimiento direccional sumado a deficiencias en la
asimilacidn de nutrientes. En S. cerevisiae el regulador de permeasas de aminodcidos
Npr2 tiene una regulacién por proteasoma, dirigido por GRR1 (Spielewoy et al, 2010).
En el mismo sentido GRR1 es necesaria para la correcta expresién de permeasas de
aminodcidos y para la correcta transcripcion de genes del metabolismo del carbono
(Eckert-Boulet et al, 2005).

1.6. La mutacion Afbp1 reduce la expresion de hidrofobinas disminuyendo la
hidrofobicidad de la colonia.

Dado que el micelio de F. oxysporum presenta una alta hidrofobicidad, se
estudio el efecto de la mutacién en fbp1 sobre la misma. Para ello se colocaron gotas
de agua tefiidas sobre el micelio de las diferentes estirpes. Al cabo de 24 horas las
gotas depositadas sobre la colonia silvestre se mantuvieron intactas, sugiriendo que la
superficie es altamente hidrofébica. Por el contrario, las gotas fueron absorbidas
rapidamente en la colonia mutante. La estirpe complementada recuperd la
hidrofobicidad de la colonia (figura 21A).

Para investigar mas a fondo la regulacion de la hidrofobicidad por Fbpl, se
analizo la expresidn de cuatro hidrofobinas presentes en el genomio de F. oxysporum
(hyd1, hyd3, hyd4 y hyd5) (Ruiz-Roldan et al, 2008). Mediante analisis de RT-PCR
semicuantitativa (25 y 35 ciclos) se encontraron niveles de expresidn similares, entre la
cepa silvestre y la mutante, para dos de las hidrofobinas, hyd3 e hyd4 (datos no
mostrados). Sin embargo, se observd una expresion reducida en el mutante Afbpl
para las hidrofobinas hyd1 e hyd5. Para confirmar esta reduccién en el nivel de
expresion se llevd a cabo una gPCR. Los resultados indican un papel de Fbpl en la
regulacion transcripcional de hyd1 e hyd5 (figura 21B) y en la hidrofobicidad de la

colonia.
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Figura 21. Fbpl contribuye a la hidrofobicidad de la colonia. (A) 2x10" esporas frescas de las cepas
indicadas se crecieron en medio minimo con un 3% de sacarosa y se incubaron a 28°C. Después de 6 dias
de crecimiento se depositdé una gota de 20 pL de agua tefida de azul sobre las colonias. La foto fue
tomada justo inmediatamente tras colocar la gota. (B) Las cepas indicadas se pregerminaron 15 horas en
PBD, las germinulas se lavaron en agua desionizada y se transfirieron a una placa de medio minimo
durante 8 horas. El analisis de la expresidn se realizd por gPCR. Los histogramas muestran la expresion
relativa de la hidrofobina 1 (Hyd 1) y la hidrofobina 5 (Hyd 5) en relacidn a la estirpe silvestre (wt). Los
datos fueron normalizados tomando como referencia el nivel del transcrito del gen actina. Las barras de
error estandar fueron calculadas a partir de 3 repeticiones técnicas y 3 réplicas biolégicas independientes.

1.7. Fbp1l esta implicada en la fusidn de hifas, adhesion a raiz y crecimiento
invasivo.

Para la formacidon de la colonia en medio sélido intervienen dos procesos
importantes: (i) el crecimiento de las hifas individualmente por extensién del apice y
ramificacidon que requiere de la polaridad celular y (ii) el establecimiento de una red
interconectada de hifas (micelio) mediante la fusion vegetativa de hifas o anastomosis.

Como se vid anteriormente la ausencia de Fbp1l origina un crecimiento sinuoso
de las hifas y una reduccidn importante en el tamafio de las colonias. Para investigar si
la mutacién Afbpl afectaba a la fusion vegetativa de las hifas se realizé un andlisis a
nivel macro y microscépico de la capacidad de fusion de hifas del mutante Afbp1.

La fusion de hifas en cultivos liquidos de la estirpe silvestre se visualiza como la
formacién de redes de micelios interconectados entre si en medio de aglutinacion
(Prados Rosales & Di Pietro, 2008). Como se observa en la figura 22A panel superior, el
mutante Afbpl fue incapaz de fusionar las hifas, y por tanto de formar agregados,
indicando que Fbp1 es esencial para la fusién vegetativa de hifas. Estos resultados se

confirmaron a nivel microscépico observando eventos de fusidbn en esporas
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germinadas de las distintas estirpes. Asi, en la cepa silvestre se observd un gran
numero de sucesos de fusidn que se mostraban en forma de pequefios puentes entre
hifas que crecian paralelamente (figura 22A panel inferior), mientras que no se
encontraron puentes de fusion en la cepa Afbpl, aun cuando existia contacto fisico
entre las hifas. En ambos ensayos la estirpe complementada recuperd el fenotipo

silvestre.

Afbpl+fbpl

Afbpl+fbpl

NitM

Figura 22. Fbp1 regula la fusion vegetativa de hifas. (A) las distintas cepas se crecieron en PDB diluido en
agua 1:50 y suplementado con 20 mM de acido glutdmico. Panel superior: tras 36 horas en agitacion a
28°C los agregados de las hifas se transfirieron a una placa de cultivo y se fotografiaron. Panel inferior:
tras 12 horas de agitacion a 28°C las germinulas se observaron en un microscopio Leica DMR (40X) usando
la técnica Nomarsky. (B) Se obtuvieron mutantes nitl y nitM y se inocularon a una distancia de un
centimetro el uno del otro en medio minimo con nitrato como Unica fuete de nitrégeno. El crecimiento
vigoroso en la zona de contacto indica que se ha producido la complementacion vegetativa gracias a la
formacioén del heterocarion.

Para analizar en profundidad la reduccién en la capacidad de fusion del mutante
Afbpl se realizaron ensayos cualitativos y cuantitativos de formacion de
heterocariontes. Para ello, se aislaron mutantes afectados en la utilizacion del nitrato
(sobre los fondos genéticos silvestre, Afbpl y complementado) mediante la seleccién
en medio con clorato (ver materiales y métodos). La caracterizacién de los mutantes
nit permitié identificar mutantes nit1 y nitM con los que se llevd a cabo el ensayo de

fusion cualitativo como se describié en materiales y métodos. La figura 22B muestra el
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resultado de la fusidon vegetativa entre mutantes nitl y nitM observdndose un
crecimiento normal en la zona de contacto de las colonias inoculadas tanto en la cepa
silvestre como en la complementada, lo que indica complementacién genética entre
las dos cepas. Por el contario, no se observd crecimiento en los mutantes nitl y nitM
en fondo Afbpl debido a su incapacidad para fusionar las hifas y llevarse a cabo la

formacion del heterocarion.

Ensayos cuantitativos (ver materiales y métodos) demostraron que la frecuencia
de fusidon vegetativa de cepas Afbplnitl y AfbplnitM fue de un 8% y un 3%

respectivamente, de la observada en las cepas nitl y nitM (tabla 15).

Tabla 15. Frecuencia de fusion vegetativa

Cepa Cepa control Frecuencia
nitl nitM 1

nitM nitl 1

Afbplnitl AfbplnitM 0,08
AfbplnitM Afbplnitl 0,03

La adhesion de F. oxysporum a la raiz de tomate tiene lugar en los primeros
estadios de la infecciéon y contribuye a la virulencia (Di Pietro et al, 2001; Prados
Rosales & Di Pietro, 2008). La pérdida o deterioro de la capacidad de fusidn vegetativa
se ha sugerido como una posible causa de la pérdida de la adhesién de las hifas sobre
las raices de tomate (Prados Rosales & Di Pietro, 2008). Para investigar si Fbpl es
necesaria para la eficiente adhesidon de F. oxysporum a la raiz de tomate, raices de
plantulas de tomate fueron sumergidas en suspensiones de esporas de las distintas
cepas a ensayar, con agitacion durante 24 horas. Se observé que tanto la cepa
silvestre como la cepa complementada se habian adherido de forma eficiente a la
superficie de las raices laterales y habian formado una red densa de micelio
perfectamente visible, mientras que la cepa mutante Afbp1 fué incapaz de adherirse y,

por tanto, de colonizar las raices (figura 23).
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Figura 23. Fbp1 regula la adhesion al hospedador. Raices de plantulas de 15 dias fueron sumergidas en
cultivos de PDB diluido 50 veces y suplementado con 20 mM de &cido glutdmico durante 24 horas. Las
raices fueron lavadas vigorosamente en agua para disociar las uniones débiles antes de ser observadas
bajo la lupa binocular. El micelio adherido se observa como una masa blanca que recubre las raices.

El crecimiento invasivo, un proceso relacionado con la virulencia y similar a la
invasién del agar en levaduras, fue determinado mediante el ensayo de penetracién
del celofan (Prados Rosales & Di Pietro, 2008). A diferencia de la cepa silvestre, el
mutante Afbp1 fue incapaz de atravesar la membrana de celofan e invadir el sustrato,
lo que sugiere que Fbpl es importante para el crecimiento invasivo. La penetracién del

celofan fue restaurada en la cepa complementada (figura 24A).

Para determinar si Fbpl se requiere para el crecimiento invasivo de F.
oxysporum sobre tejido vivo del hospedador, se inyectd una suspension de esporas
frescas de las diferentes estirpes en frutos de tomate (cv daniela). La figura 24B
muestra el fruto tras 4 dias de incubacién y aunque la estirpe Afbpl fue incapaz de
crecer sobre el fruto, tanto la estirpe silvestre como la complementada fueron capaces
de colonizar y macerar el tejido alrededor del punto de inoculacién, formando un

micelio denso en la superficie del mismo.

Los fenotipos mostrados por el mutante Afbpl fueron similares a los
previamente observados en estirpes mutantes en la cascada de sefializacion MAPK
Fmk1 (Di Pietro et al, 2001; Perez-Nadales & Di Pietro, 2011; Rispail & Di Pietro, 2009).
Por ello se planted la hipdtesis de que Fbpl participe en estos fenotipos a través de
dicha cascada de sefializacién. Para investigarlo, se analizé el patréon de fosforilacion
de Fmk1 en la estirpe Afbpl en comparacion con la estirpe silvestre. Se realizaron
analisis Western blot de la cepa silvestre con el anticuerpo phospho-p44/42 MAPK
detectandose un rdpido incremento en los niveles de fosforilacion de Fmkl tras
transferir los cultivos de medio liquido a medio sdlido (figura 24C). El mutante Afbp1
no mostrd estos incrementos en los niveles de fosforilacion de la Fmk1, que si se

observaron en la estirpe complementada (figura 24C).
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Estos resultados indican que Fbpl es necesaria para la fosforilacién de Fmk1 al
contacto con una superficie solida y sugieren que Fbp1 esta implicada en los fenotipos
analizados, fusidn de hifas, adhesién a raiz y crecimiento invasivo, a través de la ruta
de sefializacion MAPK Fmk1.

A B
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wt Afbpl

Afbpl+fbpl

Afbpl+fbpl
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a-erk-P
a-Fmkl

a-tubulina

Figura 24. Fbp1l es requerida para el crecimiento invasivo y contribuye a la fosforilacion de Fmk1. (A)
Penetracién de membranas de celofan. 5x10° esporas de cada una de las cepas se crecieron en placas de
medio minimo suplementado con 50 mM de nitrato sddico y cubiertas con una membrana de celofan,
durante 4 dias a 28°C (antes). El celofan con la colonia fungica se retird y las placas se incubaron un dia
mas para detectar la presencia del hongo en el medio (después). (B) Crecimiento invasivo en frutos de
tomate. Los tomates fueron inoculados con las cepas indicadas e incubados durante 4 dias a 28°C con un
100% de humedad. (C) La transferencia a medio sélido induce un cambio transitorio y dependiente de
Fbp1 en los niveles de fosforilacion de Fmk1. Proteinas totales de las cepas indicadas germinadas 15 horas
en PDB y transferidas a placas de MMP durante los periodos de tiempo indicados (minutos), se usaron
para realizar analisis Western blot con los anticuerpos anti-phospho-p44/42 MAPK (a-P-erk) que detecta
la fosforilacion de Fmk1 y anti-FUS3 para detectar la proteina total. Como control de carga se usé el
anticuerpo monoclonal a-tubulina.

1.8. Expresion de enzimas pectinoliticas reguladas por Fbp1l

Con el fin de investigar si Fbp1 interviene también en otros procesos regulados
por Fmk1 se estudio la expresion de enzimas pectinoliticas (Di Pietro et al, 2001). Si
bien el mutante Afmkl (Delgado-Jarana et al, 2005) no presenta actividad

pectinolitica, mutantes afectados en algunos componentes de esta ruta como el factor
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de transcripcidn Stel2 (Rispail & Di Pietro, 2009) y la mucina Msb2 (Perez-Nadales &
Di Pietro, 2011) son capaces de producir un halo como resultado de la actividad

pectinolitica extracelular en medio con acido poligalacturdnico (PGA).

Para saber si Fbp1 estd implicado en la formacién de halo, esporas frescas de las
distintas estirpes se crecieron en medio con PGA y se observd que el mutante Afbpl
producia un halo al igual que la estirpe silvestre (figura 25A). Se analizé la expresidn de
cuatro poligalacturonasas (pgl, pg5, FOXG_12535 y pgx4) (figura 25B) y una pectato
liasa (p/1) (figura 25C), que se expresan en F. oxysporum (Ma et al, 2010) y se vio como
todas ellas tenian unos niveles de expresidn similares entre la cepa silvestre y el
mutante Afbpl, con la excepcion del gen FOXG_12535 (figura 25B), cuyos niveles
estaban muy reducidos. Para confirmar esta disminucion en el nivel de expresiéon se
llevd a cabo una gPCR. Los resultados indican un papel de Fbpl en la regulacién
transcripcional de FOXG_12535 (figura 25D). Sin embargo, la expresidon de pll1, una

pectato liasa, efector de Fmk1, no se vid afectada por la ausencia de Fbp1.
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Figura 25. fbp1 controla la expresion de FOXG_12535. (A)Produccion de halo en medio sélido con acido
poligalacturdnico para visualizar la actividad poligalacturonasa extracelular (se observa un halo oscuro
alrededor de cada colonia). Las cepas indicadas se pregerminaron 15 horas en PDB, las germinulas se
lavaron en agua y se indujeron durante 6 horas con 1% de pectina (B) o con 1% PGA (C). El analisis de la
expresion se realizé por RT-PCR a tiempo final. (D) Andlisis de la expresidon por RT-PCR a tiempo real. El
histograma muestra la expresion relativa de la poligalacturonasa FOXG_12535 en un 1% de pectina en
relacion a la estirpe silvestre (wt). Los datos fueron normalizados tomando como referencia el nivel del
transcrito del gen actina. Las barras de error estandar fueron calculadas a partir de 3 repeticiones técnicas
y 3 réplicas bioldgicas independientes.
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1.9. Fbpl es necesaria para el correcto funcionamiento de la ruta de
integridad celular

La proteina Fbpl de C. neoformans, un patégeno humano, es requerida para la
integridad celular ya que mutantes en este gen presentan sensibilidad a compuestos
que afectan a la misma (Liu et al, 2011). Con el fin de conocer si Fbp1 también juega
un papel en la integridad de la pared celular en F. oxysporum se evalué el crecimiento
del mutante Afbpl en medio rico YPGA que contenia dodecil sulfato sddico (SDS,
0,0125%), blanco de calcoflior (CFW, 50ug/mL) o rojo congo (CR, 100 pg/mL),
compuestos desestabilizadores de la pared (CFW y CR) y de la membrana celular (SDS).
Se evalud, asimismo, el efecto de estos compuestos en presencia de un estabilizador
osmatico como es el sorbitol. Los estabilizadores osméticos restauran el crecimiento
silvestre en mutantes fungicos con defectos en la pared (Borgia et al, 1996; Torres et
al, 1991).

El mutante Afbp1 presenté una hipersensibilidad a SDS y CFW, restaurandose el
fenotipo en la cepa complementada. Sin embargo, en presencia de CR el crecimiento
de las tres estirpes fue similar. La adiciéon de 1,25 M sorbitol recuperd el crecimiento
del mutante Afbpl en CFW y CR, si bien fue mas reducido en presencia de SDS (figura
26A).

En levaduras estd descrito que algunos componentes de la ruta MAPK de
sefializacion de integridad celular estan regulados por ubiquitinacién (Molina et al,
2010) y en C. neoformans esta ruta esta regulada por el complejo SCF (Liu et al, 2011;
Wang et al, 2011). Para estudiar si Fbpl tiene un papel en la regulacién de la
integridad celular a través de la ruta Mpkl, se estudié el patrén de fosforilacion de
Mpk1 en la estirpe Afbp1 en comparacion con la estirpe silvestre. Se realizaron analisis
Western blot de la cepa silvestre con el anticuerpo phospho-p44/42 MAPK
encontrando un pico en los niveles de fosforilaciéon de la Mpk1 tras tratar los cultivos
con 0,013% de SDS durante 30 minutos. EI mutante Afbpl no mostré estos
incrementos en los niveles de fosforilacién de la Mpkl, que si se observaron en la
estirpe complementada (figura 26B).

Estos resultados sugieren que Fbpl regula la integridad celular a través de la

regulacién de la fosforilacion de Mpk1.
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Figura 26. Fbpl es esencial para la integridad celular. (A) Esporas frescas de las cepas indicadas se
inocularon de forma seriada desde 10* a 10° esporas en placas de medio rico YPGA con SDS, CR 6 CFW
con o sin 1,25M sorbitol. Las placas se incubaron a 28°C y fueron escaneadas a las 44 horas de
crecimiento excepto el tratamiento con CFW que fue escaneado a las 72 horas. (B) Proteinas totales de
las cepas indicadas germinadas 15 horas en PDB y sometidas a continuacion a un tratamiento con SDS al
0,013%, se usaron para analisis Western blot con los anticuerpos anti-phospho-p44/42 MAPK (a-P-erk)
que detecta la fosforilacion de Mpk1 y anti-Mpk1 para detectar la proteina total. Como control de carga
se uso el anticuerpo monoclonal a-tubulina.

1.10. Fosfatasas PP2C con dominios PEST

Los resultados presentados anteriormente sugieren que Fbpl regula la ruta de
crecimiento invasivo y de integridad celular a través del control del nivel de
fosforilacion de Fmkl y Mpk1, respectivamente, bien por accién de fosfatasas que
eliminan los grupos fosfato o bien por la accion de MAPK aguas arriba que estén

inactivas y que no fosforilen a Fmk1 o Mpk1.

En S. cerevisiae se han identificado 7 genes que codifican fosfatasas del tipo 2C,
PP2C (PTC1 a PTC7), de entre las cuales, Ptcl, Ptc2 y Ptc3 regulan negativamente la
ruta HOG (Warmka et al, 2001) y Ptcl, adicionalmente, esta implicada en la ruta de

integridad celular y en la respuesta a feromona (Arino et al, 2011).
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Recientemente se han identificado ortélogos de las siete fosfatasas PP2C de S.
cerevisiae en F. graminearum, de las cuales, la ortéloga de Ptcl esta implicada en la
regulacién del desarrollo hifal y en la virulencia (Jiang et al, 2011), mientras que la
ortdloga de Ptc3 tiene un papel en estrés osmoético y en la resistencia a agentes que
dafian la pared celular, ademas de estar implicada en la virulencia del hongo (Jiang et
al, 2011).

Para identificar fosfatasas PP2C en el genoma de F. oxysporum f.sp. lycopersici
se realizd un analisis in silico con la informacidn disponible en la base de datos de
Fusarium (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/)
usando el algoritmo BLASTp y tomando como punto de partida las fosfatasas PP2C
identificadas en F. graminearum. Se identificaron 7 genes que codifican fosfatasas
PP2C (Ptc1, Ptc3, Ptc5, Ptc5R, Ptc6, Ptc7 y Ptc7R), tres de las cuales (Ptcl, Ptc3 y Ptc7R)
contienen un dominio PEST que indica la degradacion de estas proteinas por el

proteasoma.

La hipdtesis que se plantea es que estas fosfatasas PP2C sean posibles
reguladores del avance de las rutas de crecimiento invasivo e integridad celular a
través de la defosforilacion de Fmk1 y Mpk1, respectivamente. A su vez, este proceso
estaria regulado por Fbpl que se encargaria de la degradacién de PP2C mediada por
proteasoma. En ausencia de Fbpl, las fosfatasas PP2C no serian enviadas a
proteasoma y por tanto el nivel de fosforilacion de las quinasas Fmk1 y Mpk1 seria

muy bajo interrumpiendo asi la via de sefializacion.
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Para iniciar este estudié se evalud la sensibilidad del mutante Afbpl de F.
oxysporum a LiCl, dado que en F. graminearum, la fosfatasa Ptc3 esta implicada en la
resistencia a metales, entre ellos LiCl (Jiang et al, 2010). Estudios preliminares
demostraron que la estirpe Afbpl presenta una mayor sensibilidad a este compuesto
(figura 27). Estos resultados podrian indicar un papel de Fbpl en la estabilidada de
Ptc3, sugiriendo que en ausencia de Fbp1l la fosfatasa Ptc3 no sea degradada por el
proteasoma y que por tanto su acumulacion afecte a la ruta de asimilacién del LiCl

suponiendo una mayor sensibilidad al compuesto en este mutante.

YPGA+LICI

Figura 27. Efecto de la delecion de fbp1
en la utilizacion de LiCl. Esporas frescas
de las cepas indicadas se crecieron 40
horas a 28°C en medio YPGA o
suplementado con 0,3M de LiCl.
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2. Identificacion proteomica de posibles dianas reguladas por el
sistema SCF™"!

Uno de los objetivos principales de este trabajo fué identificar posibles

Forl "Se planted la hipdtesis de que la ausencia de

proteinas diana del complejo SCF
Fbpl impide la degradacion de las proteinas diana por el proteasoma 26S, y por tanto,
éstas deberian ser mas abundantes en la cepa mutante Afbp1 que en la cepa silvestre.

Para desarrollar nuestra hipdtesis se llevo a cabo un abordaje proteémico.

2.1. Perfil proteico, por electroforesis bidimensional, de la cepa silvestre y el
mutante Afbp1

Se obtuvieron proteinas totales de germinulas crecidas en condiciones en las
que la cepa mutante Afbpl presentd el fenotipo de ausencia de crecimiento invasivo.
Las proteinas se precipitaron siguiendo el protocolo descrito por Wessel & Flugge
(1984) y se cuantificaron con el reactivo de Bradford. Se usaron 150 ug de proteinas
para cada gel y se realizaron 6 réplicas bioldgicas de cada una de las cepas. Las
muestras se sometieron a electroforesis bidimensional y posteriormente, los geles se
tiferon con SYPRO ruby siendo escaneados a una longitud de onda de 535 nm y una
resolucién de 100 pum (figura 28).

PM |
(KDa) 5 : P a8

14,4

- |”" 1] i R
1 ull i Ll il
FOXG_00DD35 FOXG_D3176 FOXG_10428 FOXG_11035 FOXG_05228 FOXG_DD146FOXG_O7E77FOXG_09876 FOXG_09187

Figura 28. Imagenes de extractos proteicos de la cepa silvestre y la cepa mutante Afbpl sometidos a
electroforesis bidimensional. Las proteinas se obtuvieron de germinulas crecidas 8 horas en placas de
medio minimo y se sometieron a una electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida que fueron
tefiidos con SYPRO-Ruby. Algunas de las proteinas diferencialmente expresadas se indican en los paneles
inferiores de la imagen. Las barras verdes indican los valores de intensidad de las proteinas en la estirpe
silvestre para cada uno de los geles, y las rojas los valores de la estirpe mutante.
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El andlisis de los geles, que se realizd usando el programa PD-QUEST, mostrd
cambios estadisticamente significativos en la expresion de 80 proteinas, las cuales,
tras ser escindidas de los geles y digeridas con tripsina, pudieron ser analizadas e
identificadas por MALDI-TOF-TOF (tabla S1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
23855991). Las proteinas se re-anotaron mediante busquedas BLAST contra la base de
datos de Fusarium obteniéndose 46 proteinas, de las que 41 fueron proteinas Unicas
(tabla 16). La comparacion de los proteomas de la estirpe silvestre y mutante reveld
que 17 spots fueron mas abundantes en la cepa mutante Afbpl que en la silvestre, y

24 spots mas abundantes en la cepa silvestre que en la estirpe mutante (tabla 16).
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Tabla 16. Proteinas diferencialmente expresadas entre la cepa mutante Afbpl y la cepa silvestre identificadas por MALDI-TOF/TOF. Las proteinas se han
clasificado de acuerdo a su funcién bioldgica. * N2 spot, asignado por el programa de analisis PD-QUEST (versién 8.0.1, Bio-Rad), ® Anotacién de la base de datos de
Fusarium (Broad Institute for Genome Information, MIT), © Valor medio de las seis réplicas, 4 peso molecular tedrico/ peso molecular experimental, ¢ Punto
isoeléctrico tedrico/Punto isoeléctrico experimental, f htmero de péptidos identificados, ® Resultado obtenido del motor de busqueda MASCOT, puntuaciones
superiores a 55 fueron consideradas como una identificacion positiva, " Probabilidad de que las medias de cada muestra fuesen iguales, como se determind con una
t’student con un p< 0,05. " Resultados obtenidos tras un Blastp en la base de datos del NCBI y usando como proteinas a identificar aquellas con funcion desconocida
e identificadas en la base de datos de Fusarium.

- T C
N2 spot” Proteina” Nuar::er:Ode A fblza_‘lﬂ:s wt PMm* pl¢ %s::::;il:;a NP' Puntuacién®  p-valor"

Procesos de oxidacién-reduccién
1146 Peroxiredoxina 1 FOXG_10111 2,05 22,8/19,1 4,9/5,4 35 9 303 0,0003
2614 D-lactato deshidrogenasa 2, precursor mitocondrial FOXG_02132 -2,32 61,9/59,2 5,8/5,6 33 15 234 0,0003
2718 GMC oxidoreductasa’ FOXG_16628 -4,06 67,4/77,2 5,2/5,6 14 9 137 0,0001
3317 Tioredoxin reductasa FOXG_00831 -1,79 35,6/39,4 5,3/6,0 45 10 239 0,0005
4115 Alcohol deshidrogenasa 2 FOXG_12790 1,96 38,0/21,3 7,0/6,2 18 5 134 0
4123 oxidoreductasa, cadena corta deshidrogenasa/reductasa FOXG_11785 -3,10 26,3/25,1 5,8/6,1 37 7 80 0,0004
4310 oxidoreductasa, familia de deshidrogenasas de unién a zinc' FOXG_15241 -1,77 39,1/40,2 5,5/6,2 40 10 272 0
5216 Aldo-keto-reductasa’ FOXG_09876 3,10 31,9/350  5,7/6,4 55 14 372 0,0084
6714 phenol 2-monoo><igenasat FOXG_17384 -7,95 24,1/76,5 5,8/6,6 32 6 69 0
7416 Oxidoreductasa’ FOXG_04413 -1,62 40,1/42,2 6,3/7,0 37 14 413 0,0042
8225 Uricasa FOXG_11511 -4,64 34,1/35,2 6,7/7,7 44 11 154 0,0142
9311 quinona oxidoreductasa Qorl FOXG_09187 2,15 35,2/39,8 7,8/8,0 27 6 84 0,0398

Procesos metabélicos
125 Hidrolasa de la superfamilia HAD FOXG_07877 4,51 27,2/27,8 4,9/5,3 23 5 101 0,0076
1010 Metiltransferasa’ FOXG_03176 -3,02 23,3/15,7 5,2/5,5 48 9 238 0
1618 Glucosa N-acetiltransferasa FOXG_12436 -4,64 21,2/62,4 5,1/5,6 54 8 62 0,0011
2610 Enolasa FOXG_00035 -1,64 47,4/56,6 5,1/5,7 55 17 749 0,0117
2620 Lactonohidrolasa FOXG_16906 -3,08 43,2/65,6 5,1/5,7 31 11 277 0,0115

4214 Proteina de la biosintesis de la piridoxina PDX1 FOXG_08652 -1,39 32,9/35,9 5,4/6,1 36 11 356 0,0118



Procesos metabdélicos

4420 Piruvato descarboxilasa PdcA

7821 Aconitato hidratasa, precursor mitocondrial

8213 S-formilglutation hidrolasa

8414 Formiato deshidrogenasa
Proceso celular de biosintesis de aminoacidos

2412 Glutamina sintetasa

6418 Aspartato-semialdeido deshidrogenasa

6514 O-acetilhomoserina

6523 Glutamato deshidrogenasa NADP

8512 5-metiltetrahidropteroiltriglutamato-homocisteina metiltransferasa
Proceso de biosintesis de tiamina

3228 Proteina STI35

5317 Precursor de pirimidina para la biosintesis de la enzima THI13
Respuesta a estrés

4717 Proteina de choque térmico SSB1

6222 Proteina de choque térmico de 30KDa
Transporte

210 Subunidad épsilon del coatémero

1221 Proteina de fusién vesicular Sec17

4620 ARN helicasa dependiente de ATP, DBP5

8113 Proteina porina de la membrana mitocondrial externa

Proteolisis

3610 Glutamato carboxipeptidasa

3812 Aminopeptidasa B
Plegamiento de proteinas

826 Proteina de choque térmico 81-1
Traduccion

310 Factor de elongacién 1-beta
Organizacion del componente cellular

4314 Subunidad gamma parcial de la actina mRNA"
Procesos celulares

214 Proteina 14-3-3

FOXG_08146
FOXG_03713
FOXG_02259

FOXG_07841

FOXG_05182
FOXG_03301
FOXG_15240
FOXG_01626

FOXG_12759

FOXG_10428

FOXG_11035

FOXG_00893

FOXG_00233

FOXG_05228
FOXG_08026

FOXG_05321
FOXG_05491

FOXG_05532

FOXG_11102

FOXG_04346

FOXG_00385

FOXG_01569

FOXG_00146

1,49
-2,48
-1,52
-1,88
-1,81
-3,30
-1,77

1,92

1,61

-2,07

-2,51

4,39
-1,49
2,39
2,64

-1,45

1,42

2,05

2,13

1,39

5,08

63,5/43,1
85,9/92,7
31,3/32,6
40,2/43,1
38,8/41,9
39,4/44,6
47,1/46,9
49,6/50,8

86,7/51,4

34,8/33,8

38,5/37,6

67,0/75,5

24,2/33,9

31,6/34,0
33,2/34,0
53,0/63,1
29,7/29,7

52,6/57,2
99,1/105,1
79,2/94,4
25,2/37,8
41,8/39,7

29,9/36,7

5,7/6,0
6,2/6,9
6,4/7,2
6,2/7,2
5,5/5,8
6,1/6,5
5,9/6,6
5,8/6,7

5,9/7,4

5,9/6,0

5,7/6,4

5,2/6,1
5,9/6,6

4,8/5,0
4,9/5,4
5,5/6,2
8,8/7,6

5,2/5,8

5,9/5,3

4,8/5,1

-/4,36

5,4/6,2

4,8/5,0

22

17

24
20

37

11

38

28

19

25

39

34

30

43

35
26

29

18

24

18

14

40

10

11

15

15

11

11

14

13

15

13

16

14

10

298

203

100
143

296

71

439

268

113

109

368

55

218

138

142

190
91

247

83

239

111

148

170

0,0405
0,02
0,0002

0,0129

0,0001
0,0006
0,0165

0,0114

0,0015

0,0087

0,0022

0,0015

0,005

0,0019

0,0012

0,0019

0,0165

0,0472

0,0008
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Se asignaron categorias funcionales a las proteinas de acuerdo a su implicacién
en un proceso bioldgico concreto. Esta clasificacion se basé en el gene ontology (GO) y
usando la informacién disponible en la base de datos UniProt-GO (http://www.ebi.
ac.uk/GOA).

La clasificacién de las proteinas de acuerdo a su funcién biolégica mostré 11
grupos bien diferenciados. Mas del 50% de las proteinas se encontraban en dos
categorias: (i) procesos de oxidacidn-reduccion (29%) vy (ii) procesos metabdlicos (24%)
(figura 29A). Cabe destacar que la mayoria de las proteinas sobre-expresadas en la
estirpe silvestre se corresponden a estas categorias que son mas generales, sin
embargo, las proteinas sobre-expresadas en la estirpe mutante estan implicadas en
procesos mas especificos como proteolisis, respuesta a estrés, plegamiento de
proteinas, organizacion de los componentes celulares, procesos celulares y traduccién
(figura 29B).
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2.2. Proteinas sobre-expresadas en el mutante Afbp1

Entre los spots identificados como mas abundantes en el mutante Afbp1 dos de
ellos se correspondieron a proteinas implicadas en trafico vesicular: (i) la subunidad
épsilon del coatdmero, Sec28 (FOXG_05228), un componente de la ruta retrégrada
gue pertenece a las proteinas COPI, las cuales se encargan de la sintesis y clasificacion
de las vesiculas que van desde el complejo de Golgi al reticulo endoplasmatico a través
del transporte retrégrado (Cai et al, 2007; Cosson et al, 1996; Spang, 2002) ; y (ii) el
gen FOXG_00146, que se corresponde con una proteina 14-3-3 ortdloga a BMH2 de S.
cerevisiae. Las proteinas 14-3-3 son proteinas diméricas muy abundantes en el citosol
que interaccionan con una gran cantidad de sustratos celulares controlando con ello
multiples procesos celulares, entre los cuales se encuentra el trafico vesicular (Yuan et
al, 2003).

El proteoma del mutante Afbpl mostré también dos chaperonas sobre-
expresadas. FOXG_00893 (ortdloga a SSB1 de S. cerevisiae) y FOXG_04346, un
miembro de la familia de las chaperonas Hsp90 (Peisker et al, 2010). La chaperona
Hsp90 esta implicada en el proceso de degradacidn de proteinas asociado al reticulo
endoplasmatico (ERAD), el cual comienza con el reconocimiento de la proteina diana,
seguido de la ubiquitinacién de la misma y finalmente la retrotranslocacidn de ésta
desde el reticulo endoplasmico al proteasoma 26S para su degradacion (Ciechanover,
2005).

Con respecto a la patogenicidad, una de las proteinas mas abundantes en el
mutante, FOXG_07877, se corresponde a una adhesina de la superfamilia HAD
(haloacid dehalogenase), ortéloga de una proteina de adhesion de 32 kDa que juega
un papel importante en la adhesion y patogenicidad en el patégeno humano
Paracoccidiodes brasiliensi (Gonzalez et al, 2008). Otra proteina diferencialmente
expresada y supuestamente implicada en patogenicidad fue FOXG_12759, el ortélogo
de MET6, una sintetasa de metionina independiente de cobalamina, que es esencial
para la completa virulencia en el patégeno humano C. neoformans (Pascon et al,
2004).

Tanto los organismos eucariotas como los procariotas generan especies
reactivas de oxigeno (EROs) como producto de su metabolismo, fundamentalmente a

través de la respiraciéon aerdbica. Uno de los mecanismos que suministra poder
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reductor es el sistema redox glutatidon-tioredoxina. La proteina FOXG_10111
corresponde a una peroxiredoxina, una importante clase de antioxidantes celulares
identificados en una gran cantidad de organismos (Rhee et al, 2005). FOXG_09187 es
un ortdlogo de ZTA1, una quinona reductasa dependiente de NADPH en S. cerevisiae.
Recientemente se ha demostrado que el complejo proteico formado pon la quinona
reductasa y el proteasoma 20S estabiliza factores de transcripcion gracias a que actua
como un inhibidor de su degradacion por el proteasoma (Sollner & Macheroux, 2009).
Finalmente, también se identificé una alcohol deshidrogensa 2 (FOXG_12790) y una
aldo-queto-reductasa (FOXG_09876), ambas implicadas en glicolisis y gluconeogénesis

y relacionadas con la respuesta a estrés oxidativo (Aguirre et al, 2005).

2.3. Proteinas sub-expresadas en el mutante Afbp1

El grupo mas abundante de proteinas sub-expresadas en el mutante se
corresponde con aquellas implicadas en procesos de oxidacién-reduccidn y procesos
metabdlicos (figura 29A). Dentro de estas proteinas encontramos ocho 6xido-
reductasas: una tioredoxin-reductasa (FOXG_00831), una uricasa (FOXG_11511), un
precursor mitocondrial de una D-lactato deshidrogenasa 2 (FOXG_02132) y varias
proteinas no anotadas pero identificadas como pertenecientes a diferentes familias de
oxido-reductasas. También se sobre-expresé wuna fenol 2-monooxigenasa
(FOXG_17384) en la cepa silvestre. Se trata de una hidrolasa implicada en la
degradacion de compuestos fendlicos. Se sabe que una gran cantidad de los
metabolitos secundarios antifungicos que las plantas son capaces de producir son
compuestos fendlicos cuya detoxificacidon facilita la colonizacién del hospedador por

parte del hongo (Michielse et al, 2012).

Las proteinas que constituyen el grueso de las sobre-expresadas en la cepa
silvestre pertenecen al metabolismo primario y entre ellas encontramos, una enolasa
(FOXG_00035), implicada en glucolisis y gluconeogénesis, y una aconitasa
(FOXG_03713), requerida para el ciclo del acido tricarboxilico (TCA); también aparecen
enzimas implicadas en el metabolismo de aminoacidos como la aspartato-
semialdehido deshidrogensa (FOXG_03301), la cual funciona en la via de sintesis
comun de la metionina y la treonina, una O-acetilhomoserina (FOXG_15240),

implicada en la ruta de biosintesis de la metionina y la cisteina, y una glutamina
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sintetasa (FOXG_05182), una enzima clave para la biosintesis de glutamina a partir de
glutamato y amonio.

Otra enzima metabdlica sobre-expresada en la cepa silvestre fue la N-
acetilglucosamina transferasa Gntl (FOXG_12436). Se ha demostrado que esta
enzima, localizada en las cisternas del aparato de Golgi, participa en la maduracion y
elongacion de los N-glicanos de algunas proteinas de pared, asi como de otras intra- o

extracelulares en F.oxysporum (Lépez-Fernandez et al, 2013).

La sintesis de las vitaminas B6 y B1 también esta regulada por Fbpl. La cepa
mutante Afbpl mostré una menor intensidad en el spot de la proteina
correspondiente a la Pdx1 (FOXG_08652), que es el ortdlogo de SNZ1 en S. cerevisiae y
gue funciona en la biosintesis de la vitamina B6. Del mismo modo, dos componentes
de la biosintesis de la vitamina Bl (tiamina), el precursor hidroximetilpirimidina
(FOXG_11035) y el intermediario del anillo tiazol (FOXG_10428) se encontraron sub-

expresados en el mutante Afbp1.

Entre los spot sobre-expresados en la estirpe silvestre encontramos dos
proteinas implicadas en la fusién de vacuolas y en el transporte de proteinas.
FOXG_08026, identificada como un ortélogo de SEC17, es una proteina t-SNARE
requerida para el transporte vesicular entre el reticulo endopldsmico y el complejo de
Golgi (Haas & Wickner, 1996) y FOXG_00035 que codifica para una enolasa. Se ha
demostrado que las proeinas ENO1 y la ENO2 de S. cerevisiae son necesarias para la

fusion de vacuolas (Decker & Wickner, 2006).

Queda por demostrar si las proteinas identificadas en F. oxysporum son
realmente ubiquitinadas y reguladas por el proteosoma. Sin embargo, nuestros
resultados son consistentes con la hipdtesis de que las proteinas detectadas como
diferencialmente expresadas en nuestro analisis proteémico son reguladas por Fbply
por tanto potenciales dianas de ubiquitinacién y degradacion por el sistema SCF™"! En
este sentido, la mayoria de las proteinas diferencialmente expresadas en nuestro
analisis tienen ortélogos en S. cerevisiae que han sido encontrados ubiquitinados en

varios estudios (tabla 17).
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Tabla 17. Proteinas identificadas en este estudio que previamente han sido encontradas ubiquitinadas.

Gen Fo4287 Gen S. cerevisiae Descripcion (Venancio et al, 2009)°  (Ziv et al, 2011)°

Proteinas mas abundantes en la estirpe silvestre

FOXG_00035 ENO1 Enolasa S S
FOXG_00831 TRR1 Tioredoxin reductasa NO Sl
FOXG_02132 DLD2 D-lactato deshidrogenasa 2 - Sl
FOXG_03301 HOM2 Aspartato-semialdehido Sl Sl
FOXG_03713 ACO1 Aconitato hidratasa NO Sl
FOXG_05182 GLN1 Glutamina sintetasa Sl Sl
FOXG_05532 DUG1 Glutamato carboxipeptidasa NO NO
FOXG_07841 FDH1 Formiato deshidrogenasa NO NO
FOXG_08026 SEC17 Proteina de fusidn vesicular - Sl
FOXG_10428 THI4 Proteina STI35 NO NO
FOXG_11035 THI13 Precursor de pirimidina para NO NO
FOXG_12436 GNT1 N-acetilglucosamina - Sl
FOXG_15240 MET17 O-acetilhomoserina Sl NO

Proteinas mas abundantes en la cepa mutante Afbp1

FOXG_00146 BMH2 Proteina 14-3-3 SI S
FOXG_00385 EFB1 Factor de elongacién 1 NO Sl
FOXG_00893 SSB1 Proteina de choque térmico - Sl
FOXG_01569 ACT1 Subunidad gamma de la Sl Sl
FOXG_01626 GDH1 Glutamato deshidrogenasa Sl Sl
FOXG_04346 HSC82 Proteina de choque térmico - Sl
FOXG_05228 SEC28 Subunidad épsilon del Sl Sl
FOXG_05321 DBP5 ARN helicasa dependiente de NO NO
FOXG_07877 YOR131C Hidrolasa de la superfamilia - Sl
FOXG_08146 PDC1 Piruvato descarboxilasa PdcA Sl Sl
FOXG_09187 ZTAl Quinina oxidoreductasa Sl Sl
FOXG_11102 APE2 Aminopeptidasa B Sl Sl
FOXG_12759 MET6 Metiltransferasa - Sl
FOXG_12790 ADH2 Alcohol deshidrogenasa 2 Sl Sl

*Ubiquitinacién encontrada en (Venancio et al, 2009).
bUbiquitinacic’)n encontrada en (Ziv et al, 2011).
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3. Bmhl y Bmh2 son dos proteinas 14-3-3 con diferentes funciones
en F. oxysporum

Una de las proteinas mds sobre-expresadas en el mutante Afbpl segin el
analisis protedmico (apartado 2), fué la codificada por el gen FOXG_00146. Se trata de
una proteina perteneciente a la familia 14-3-3, y anotada en la base de datos como
Bmh2.

Se conoce mucho a cerca de las proteinas 14-3-3 tanto en humanos como en
levaduras. Es una gran familia de proteinas altamente conservadas, presentes en
todos los organismos eucariotas y capaces de interaccionar con multitud de proteinas,

preferentemente fosforiladas, implicadas en muchos procesos celulares diferentes.

En hongos filamentos las proteinas 14-3-3 han sido muy poco estudiadas y nada
se sabe acerca del papel que puedan jugar en la patogénesis fungica. Todo esto nos
llevd a investigar la implicacion de esta proteina en la patogénesis de Fusarium

oxysporum f.sp. lycopersici.

3.1. Identificacidn y analisis de proteinas 14-3-3 en Fusarium.

La busqueda de proteinas 14-3-3 en los genomas de Fusarium
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/) revelé |la
existencia de dos genes (bmh1y bmh2) en cada una de las tres especies del género.
Para evaluar el grado de conservacién y evolucién de las proteinas Bmh en hongos, se
realizd un andlisis filogenético utilizando las secuencias proteicas, obtenidas mediante
analisis Blastp y alineadas con T-Coffe, de distintas especies de hongos y de la isoforma

épsilon de las proteinas 14-3-3 humana (figura 30).

El arbol filogenético presentd las proteinas 14-3-3 de los hongos filamentosos
bien separadas del resto. De igual forma, las proteinas Bmh1l y Bmh2 del género
Fusarium aparecen en ramas distintas. Sin embargo, los ortélogos mas préximos de las
proteinas de F. oxysporum, como son los de F. graminearum vy F. verticilloides,

aparecen muy proximos entre si en el mismo nodo y rama.

118



Resultados

FGSG_01241 Bmh2
100 41F0X6_00146 Bmh2

FVEG_01370 Bmh2
Af Bmhi
89 FGSG_06847 Bmh1l

94

FOXG_01979 Bmh1

82 75| FVEG_05139 Bmh1

100
L Nc Bmh
—— Um Bmh1l
[39 | 14-3-3 epsilon humana
42 74 Ca Bmh1l
100 | — Sc Bmhl
41 I'sc Bmh2

g2 | SpRad24

Sp Rad25
Figura 30. Analisis filogenético de proteinas 14-3-3. El filograma se realizé mediante el programa PhyML
utilizando el método de maxima probabilidad con un bootstrap de 500 y a través del servidor Phylogeny
(http://www.phylogeny.fr/). Las secuencias fueron alineadas usando el algoritmo T-Coffee. FGSG:
Fusarium graminearum, FOXG: Fusarium oxysporum, FVEG: Fusarium verticillioides, Af: Aspergillus

fumigatus, Nc: Neurospora crassa, Um: Ustilago maydis, Ca: Candida albicans, Sc: Saccharomyces
cerevisiae, Sp: Schizosaccharomyces pombe.

Para un andlisis mas detallado se alinearon las 6 proteinas Bmh de las tres
especies de Fusarium presentes en el Broad Institute presentando una similaridad del
75%, llegando a ser practicamente idénticas (> 94%) cuando se compararon las Bmh1l
y Bmh2 entre si, respectivamente (figura 31). Al igual que ocurre en levaduras y en
otros ortélogos fungicos, Bmh1l y Bmh2 presentaron las 9 a-hélices caracteristicas de

estas proteinas.

El anélisis epest (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind)
indicd la presencia de un dominio PEST en el extremo carboxilo de todas las proteinas
analizadas, con la excepcion de Bmh2 en F. oxysporum y F. verticilloides. Sin embargo,
solamente el cambio de una alanina por glutamico en la posicién 273 haria que Bmh2
pasase a tener un potencial dominio PEST. Este cambio de aminodcido se deriva de
una mutacion puntual de tipo transversién donde una citosina es reemplazada por una

adenina.

Los dominios de dimerizacién y de unién a ligando estan altamente conservados
en todas las proteinas 14-3-3, desde levaduras a humanos (Tzivion et al, 2001). Bmhly
Bmh2 mantienen todos los residuos conservados, siendo la Unica excepcion la alanina,
conservada en la posicion 13, en Bmh1, que es sustituida por una cisteina en Bmh2
(figura 31).
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Figura 31. Alineamiento de las proteinas 14-3-3 del género Fusarium. Las secuencias proteicas fueron
alineadas usando el algoritmo T-Coffee. Las posiciones de los aminoacidos en la estructura primaria de las
distintas proteinas se indican a la izquierda. Las a-hélices se han localizado usando la herramienta
PSIPRED disponible en el servidor Swiss-model. Los circulos negros indican residuos implicados en
dimerizacién y los asteriscos residuos implicados en unién al ligando. Los residuos idénticos estan
sombreados en negro. Fusarium oxysporum (FOXG), Fusarium verticilloides (FVEG), Fusarium
graminearum (FGSG).

3.2. Obtencidn de estirpes mutantes en F. oxysporum f. sp. lycopersici

Para determinar el papel bioldgico de las proteinas Bmh1/2 de F.oxysporum, asi
como su implicacién en la virulencia del hongo se generaron estirpes mutantes

mediante reemplazamiento génico usando la técnica Split Marker (Catlett et al, 2003),
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que permite sustituir la fase abierta de lectura del alelo silvestre por un marcador
seleccionable. Para ello, se disefiaron cebadores especificos que permitian amplificar a
partir de ADNg, y mediante PCR, fragmentos de aproximadamente 1 Kb flanqueantes a
la ORF del gen diana, en los extremos 5’y 3. Cada fragmento, por separado, se fusioné
al 75% del casete de resistencia a higromicina B (Hyg") mediante PCR de fusién (Carroll
et al, 1994), resultando dos construcciones solapantes (figura 32A y 33A). Estas se
utilizaron para transformar protoplastos de la estirpe silvestre, con el fin de
reemplazar el gen diana por el marcador seleccionable Hyg®. Los transformantes
obtenidos se analizaron inicialmente por PCR y posteriormente se verificaron por

analisis Southern.

3.2.1. Interrupcion dirigida del gen bmh2 (FOXG_00146)

La proteina deducida para el gen bmh2 contiene 276 aa y su secuencia génica se

encuentra interrumpida por 4 intrones.

De entre los transformantes seleccionados, cuatro de ellos mostraron la
aparicidn de un fragmento del tamafio deseado tras amplificar con un cebador interno
al casete de la higromicina y otro externo a la construccion empleada en 5° (figura
32B). Posteriormente, se verificd el nimero de copias integradas mediante analisis
Southern, digiriendo el ADNg con Pstl e hibridando con una sonda (bmh2-6 y bmh2-7)
de la regién 3° (figura 32A). Tres de los transformantes analizados reemplazaron la
banda de 7,6 kb esperada en la estirpe silvestre por otra de 4,9 kb, presentando asi el

patron de bandas esperado para un recombinante homologo (figura 32C).

La complementacién del mutante Abmh2 se realizd mediante cotransformacion
de protoplastos de la estirpe mutante con el casete de resistencia a fleomicina (Phle®)
y el alelo silvestre bmh2 amplificado con los cebadores bmh2-4 y bmh2-7. En el
analisis Southern (ADNg tratado con Pstl), el transformante #19 presenté una banda
de 4,9 kb, correspondiente al alelo mutado, y adicionalmente una banda de mayor

tamafio, correspondiente a la copia silvestre del gen (figura 32D).

121



Tesis Doctoral Cristina de Miguel Rojas

bmh2-3 bmh2-6
bmh2-a o bmhz-7
preg |
bmh2
bmh2-5 | e P
- -+ <+ bmh2-8
Pstl bmh2-1 bmMh2:-2  — Pstl
1kb sonda
bmh2-5 » < bmh2-8
- - - -
TtrpC-88 Hyg-Y  hphe PgpdA-158
bmh2-5 - 4+ Hyg-G
T P TARCCIEE 4
Hyg-Y » +bmh2-8
Transformantes
M 1 2 3 4

Transformantes
wt mh2 14 15 19

Transformantes
—_— L)
=2B8kb W T 2 3 a i
= - 76kb |w=- . = 7.6kb
——
- e o o = 4,9 kb LN — = 4,9 kb

Figura 32. Interrupcion dirigida del gen bmh2. (A) Representacidn esquematica del locus bmh2 y del
casete de interrupcion con el marcador seleccionable obtenido mediante la técnica Split Marker. (B)
Andlisis de los transformantes mediante PCR con los cebadores especificos bmh2-4 (externo a la
construccién en 5°) y hph6 (higromicina). (C) Anadlisis de los transformantes mediante hibridacion
Southern; ADNg de la cepa silvestre y de los distintos transformantes fue tratado con Pstl, separado en un
gel al 0,7% agarosa, transferido a una membrana de nailon e hibridado con la sonda indicada. (D) Analisis
de los complementados mediante hibridacion Southern del ADNg tratado con Pstl e hibridado con la
sonda indicada en (A).

3.2.2. Interrupcion dirigida del gen bmh1 (FOXG_01979)

La proteina deducida para el gen bmh1 contiene 268 aa y su secuencia génica

estd interrumpida por cinco intrones.

Los transformantes obtenidos para delecionar el gen bmh1 se analizaron por
Southern, digiriendo el ADNg con Pstl e hibridando con una sonda (bmh1-4 y bmh1-5)
de la region 3" (figura 33A). Dos de los transformantes analizados, #1 y #4,
reemplazaron la banda de 4,3 kb esperada en la estirpe silvestre por otra de 2,9 kb,
presentando el patron de bandas esperado para un recombinante homdlogo (figura
33B).
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Figura 33. Interrupcion dirigida del gen bmh1. (A) Representacién esquemadtica del locus bmh1 y del
casete de interrupcidon con el marcador seleccionable obtenido mediante la técnica Split Marker. (B)
Analisis de los transformantes mediante hibridacién Southern; ADNg de la cepa silvestre y de los distintos
transformantes fue tratado con Pstl, separado en un gel al 0,7% agarosa, transferido a una membrana de
nailon e hibridado con la sonda indicada.

3.2.3. Obtencion de una version truncada de la proteina Bmh2

Bmh2 fue identificada en el analisis protedmico como mas abundante en el
proteoma del mutante nulo fbp1. Con el fin de detectar la proteina Bmh2 por Western
Blot y realizar inmunoprecipitacién para estudiar su nivel de ubiquitinacién, se llevo a
cabo el marcaje de la proteina con el epitopo 3XFLAG, tanto en un fondo silvestre

como en un fondo Afbp1.

La construccion se realizé a partir del vector pGemT-3XFLAG (cedido por el Dr.
Turrd) que contiene el epitopo 3XFLAG fusionado al terminador del triptéfano (figura
34A). La ORF del gen bmh2, amplificada con bmh2-9 y bmh2-10N, se clond en fase con
el epitopo 3XFLAG. La construccién resultante se amplificd con los cebadores bmh2-9
y TrpC-M13F obteniéndose una de las regiones flanqueantes que se fusionaron con el
75% del marcador de resistencia a fleomicina (Phle®). En la figura 34A se muestra el

esquema para la obtencién de los transformantes mediante la técnica Split Marker.
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Figura 34. Marcaje de la proteina Bmh2 con 3XFLAG. (A) Representacion esquematica del locus bmh2,
del vector pGemt portador del 3xflag y del casete de interrupcion con el marcador seleccionable obtenido
mediante la técnica Split Marker. (B) Andlisis de los transformantes mediante hibridacién Southern; ADNg
de la cepa silvestre y de los distintos transformantes fue tratado con Pstl, separado en un gel al 0,7%
agarosa, transferido a una membrana de nailon e hibridado con la sonda indicada. Los carriles 1 y 2 son
transformantes bmh2,10.066 construidos sobre un fondo silvestre y los carriles 3, 4 y 5 transformantes
bmh2x,10.066 construidos sobre un fondo Afbpl. (C) Andlisis de tres complementados independientes
(sobre fondo wt) mediante PCR usando los cebadores bmh2-5 y bmh2-8.

Los transformantes obtenidos se analizaron mediante Southern, digiriendo el
ADNg con la enzima Pstl e hibridando con una sonda (amplificada con bmh2-6M13R y
bmh2-7) de la regién 3’(figura 34A). En cuatro de los transformantes analizados, la
banda de 7,6 kb esperada en la estirpe silvestre fue reemplazada por otra de 2,8 kb,
presentando asi el patron de bandas esperado para un recombinante homdlogo
(figura 34B).

Con el fin de comprobar que los recombinantes homdlogos contenian
efectivamente la secuencia del gen bmh2::3XFLAG se amplificé sobre ADN gendmico
de los recombinantes tanto en el fondo silvestre como mutante y mediante PCR, el
fragmento comprendido entre los cebadores bmh2-8 y bmh2-9. Los fragmentos

amplificados fueron secuenciados. La secuenciacidn reveld la existencia de un error en
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la base de datos ocasionando un desfase en la secuencia introducida en la
construccion. Por ello, la fusion bmh2::3XFLAG presentd un desfase que dié lugar a
una version truncada de la proteina, que probablemente seria no funcional y no
mantenia el epitopo 3XFLAG. Sin embargo, como consecuencia de la mutacién
generada, se obtuvo un mutante bmh2 4,0.,7s tanto en el fondo silvestre como en el

mutante Afbp1.

La complementacion de la mutacion bmh2,,,0.,7s se realizd mediante
cotransformacién de protoplastos de la estirpe mutante con el casete de resistencia a
higromicina (Hyg") y el alelo silvestre bmh2 amplificado con los cebadores bmh2-5 y
bmh2-8. La comprobacion de los transformantes obtenidos por PCR, mostré que todos
ellos presentaban un fragmento del tamano deseado, a diferencia del mutante donde

no existia amplificacion (figura 34C).

3.3. Estructura tridimensional de proteinas Bmh1/2 en F. oxysporum f. sp.
lycopersici

Utilizando las secuencias aminoacidicas deducidas para las proteinas Bmhl,
Bmh2 y la versién truncada Bmh2, se generaron modelos tridimensionales tedricos de
estas tres proteinas con la herramienta PSIPRED disponible en el servidor Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org/) (figura 35).Las estructuras secundarias de las dos
proteinas Bmh1/2 fueron idénticas entre si, mientras que en la versién truncada se
observé claramente la falta de la hélice 9, lo cual afectarda muy probablemente a la

funcionalidad de esta proteina.
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Figura 35. Modelo tridimensional teérico de las proteinas Bmh1/2 de F. oxysporum. En el panel superior
se muestra la estructura tridimensional, en forma de dimeros, de las proteinas Bmh1, Bmh2 y la version
truncada de Bmh2 en la que se indica la ausencia de la hélice 9. En la panel inferior, se representan las
formas monoméricas de las tres proteinas con las nueve hélices bien diferenciadas, salvo en la version
truncada. Los modelos tridimensionales se han generado usando el servidor Swiss-Model.

3.4. Expresion de las proteinas Bmh1/2 en F. oxysporum f. sp. lycopersici

La expresion de los genes Bmh1/2 en levaduras presenta diferentes niveles de
regulacion transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional (van Heusden &
Steensma, 2006).

Para estudiar la expresion de los genes bmhl y bmh2 se llevé a cabo RT-PCR a
tiempo final. Para ello se sintetizé ADNc a partir de ARN extraido de cultivos crecidos
72 horas en medio rico (PDB) (figura 36A). Los niveles de transcrito del gen bmh2
indicaron una mayor expresion en los mutantes Abmh1 y en las estirpes truncadas en
comparaciéon con la cepa silvestre. En el primer caso, es posible que la ausencia del
gen bmh1 sea compensada con una mayor expresion del gen bmh2. En el caso de las
cepas truncadas, la mayor expresidon de bmh2 podria deberse a una mayor estabilidad
de los transcritos, probablemente como consecuencia de presentar un terminador
heterdlogo (terminador TrpC de Aspergillus). Los niveles de transcrito del gen bmh1 se
mantuvieron constantes en todas las cepas analizadas y su expresion fué mayor que la

del gen bmh2 en la estirpe silvestre.
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Para estudiar la expresién de Bmh1/2 a nivel de proteina se realizé un Western
Blot utilizando el anticuerpo anti-Bmh2 de levaduras (Abnova). La figura 36B muestra
la deteccidon de ambas proteinas 14-3-3 en las distintas estirpes ya que el anticuerpo
presentd reactividad tanto con Bmh1l como con Bmh2. La banda presente en el carril
correspondiente a la cepa Abmh2 pertenece a Bmhl. Debido a que ambas proteinas
tienen un peso molecular de aproximadamente 30KDa (Moore & Perez, 1967) es dificil
separar las bandas correspodientes a cada una. Se utilizd6 como control positivo
extracto proteico crudo de la estirpe BY4741 de S. cerevisiae (proteinas cedidas por el

Dr. Rito Humberto Herrera).
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Figura 36. Expresion de bmh1y bmh2. (A) Esporas de las cepas indicadas se crecieron 72 horas en PDB. El
andlisis de expresion se realizd por RT-PCR a tiempo final. (B)Proteinas totales de las cepas indicadas de F.
oxysporum germinadas 15 horas en PDB y transferidas a placas de MMP durante 8h se usaron para
realizar analisis Western blot con el anticuerpo anti-Bmh2 que detecta las proteinas 14-3-3. Como control
de carga se uso el anticuerpo monoclonal a-tubulina. S.c., Saccharomyces cerevisiae.

3.5. El mutante Abmh2 esta afectado en la utilizacion de nutrientes

Las proteinas 14-3-3 estdn involucradas en multitud de procesos celulares, para
entender el papel de Bmhl y Bmh2 en dichos procesos, se llevd a cabo una
caracterizacidn fenotipica de los mutantes Abmh1y Abmh2.

Uno de los procesos en los que las proteinas 14-3-3 juegan un papel muy
importante es en la utilizacidon y transporte de las distintas fuentes de carbono vy
nitrégeno (Bruckmann et al, 2007; Ichimura et al, 2004). Para investigar si las estirpes

Abmh1 y Abmh2 estaban afectadas en estos procesos se analizé el crecimiento de las
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distintas cepas en placas de medio minimo con diferentes fuentes de carbono vy

nitrogeno al 1% que se escanearon tras 4 dias de crecimiento a 28°C (figura 37 y 38).

El mutante A bmh2 exhibié una reduccién muy significativa en el radio de la
colonia respecto de la cepa silvestre en todas las fuentes de carbono y nitrégeno
analizadas, mientras que el mutante Abmh1 presentd un crecimiento muy similar al de
la cepa silvestre, excepto en glucosa. El fenotipo de la cepa truncada fue muy similar al
del mutanted bmh2, lo que indica que la a-hélice 9 es importante para la
funcionalidad de la proteina. Uno de los dominios significativos de union a ligando esta
localizado en dicha hélice, donde los aminoacidos L218, L222, N226, L229 y W230 se
encuentran muy conservados en las proteinas 14-3-3 (Tzivion et al, 2001). La mutacién
Abmh2 en el fondo genético Afbp1 presentd un efectivo aditivo de ambas mutaciones,
indicando que Fbpl y Bmh2 estan implicadas en en dos vias distintas para la

asimilacidn de nutrientes (figuras 37 y 38).
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Figura 37. Efecto de la delecion de bmh2 y bmh1 en la utilizacion de fuentes de carbono. 2x10* esporas
frescas de las cepas indicadas se crecieron durante 4 dias a 28°C en medio minimo con diferentes fuentes
de carbono al 1%. Escala 5 mm.
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Figura 38. Efecto de la delecion de bmh2 y bmh1 en la utilizacion de fuentes de nitrégeno. 2x10°
esporas frescas de las cepas indicadas se crecieron durante 4 dias a 28°C en medio minimo con distintas
fuentes de nitrégeno al 1%. CA, casaminodcidos. Escala, 5 mm.

Estos datos en conjunto nos sugieren que Bmh2 pero no Bmh1l puede tener un

papel en la utilizacién del carbono y nitrégeno en F. oxysporum.

3.6. Bmh2 interviene en la via de sensibilidad a rapamicina

Dado que el mutantd bmh2 presentd un crecimiento reducido en distintas
fuentes de carbono y nitrégeno, se estudid la implicacién de Bmh2 en la ruta de la
kinasa Ser/Thr TOR (target of rapamycin) responsable del crecimiento celular en
eucariotas en respuesta a la disponibilidad de nutrientes (De Virgilio & Loewith, 2006;
Rohde et al, 2008). Las proteinas BMH1 y BMH2 de S. cerevisiae juegan un papel
importante en la ruta TOR (Gelperin et al, 2002; van Heusden & Steensma, 2001)
actuando como un componte clave en la sefializacidn de sensibilidad a rapamicina
(Bertram et al, 1998), compuesto que actua como inhibidor de dicha ruta. Para
investigar si Bmh2 presentaba una funcién similar como regulador positivo, se analizé

el efecto de la rapamicina sobre el crecimiento de las distintas estirpes en medio PDA.

El mutanteA bmh2 presentd hipersensibilidad a rapamicina, restaurandose el
fenotipo en la cepa complementada, sin embargo el mutante bmhl mostré un
crecimiento similar al de la cepa silvestre. De nuevo la ausencia de la a-hélice 9 en la

estirpe bmh2,,;0.,76 tuvo el mismo efecto que la ausencia de la proteina completa en el
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mutante nulo. El mutante Afbp1 mostré una sensibilidad a rapamicina algo mayor que
la cepa silvestre y la doble mutacion bmh2,,:9.,76 Afbpl ocasiond una sensibilidad
incrementada, lo que indica que tanto Fbpl como Bmh2 serian reguladores positivos

de la ruta de sefializacién por nutrientes TOR (figura 39).
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Figura 39. La delecion de bmh2 aumenta la sensibilidad a rapamicina. Diluciones seriadas de las cepas
indicadas de 10* a 10 esporas frescas se inocularon en medio rico PDA o en PDA suplementado con 50
pg/mL de rapamicina. Las placas se incubaron a 28°C durante 36 y 96 horas, respectivamente.

3.7. Bmh2 esta implicada en morfogénesis y crecimiento invasivo

Una vez analizado el crecimiento del mutante Abmh2 en medio minimo y viendo
gue estaba seriamente afectado se estudid el efecto de dicha mutacién sobre el
desarrollo de la colonia en medio rico. En Candida albicans y Yarrowia lipolytica los
mutantes para el gen BMH1 estan afectados en su capacidad para el crecimiento
filamentoso pero no para el crecimiento invasivo (Cognetti et al, 2002; Hurtado &
Rachubinski, 2002; Palmer et al, 2004). Para evaluar el papel de Bmh1l y Bmh2 en F.
oxysporum en relacion a la filamentacidn, las cepas a ensayar se crecieron en medio
sOlido PDA e YPGA.

El mutante Abmh2 presentd una reduccion muy significativa en la filamentacion,

mientras que el mutante Abmh1 enxibié una colonia cuya morfologia fué igual a la de
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la cepa silvestre. La mutacion bmh2,,10.,76 origind un desarrollo de la colonia similar a
la del mutante Abmh2, disminuyendo la filamentacidn en la misma. El doble mutante
Afbp1bmh2,510.276 mostré un nivel de filamentacidon alin menor que la cepa bmh2,,4,.
»76 (figura 40, paneles superiores). La adicién de dos estabilizadores osméticos como el
sorbitol y el cloruro de sodio recuperd la filamentacidn en aquellas estirpes afectadas

pero no el radio de crecimiento (figura 40, paneles inferiores).
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Figura 40. Efecto del sorbitol y NaCl en la morfologia de los mutantesA bmh2. 10* esporas frescas de las
cepas indicadas se crecieron en medio rico PDA, YPGA, YPGA con 1,25M sorbitol e YPGA con 1,5M NaCl.
Las placas se incubaron a 28°C y fueron escaneadas a las 44 horas de crecimiento. Escala, 5 mm.

Para continuar analizando el papel de las proteinas Bmh1/2 de F. oxysporum en
el fenotipo de filamentacion se analizd a nivel microscépico el borde de las distintas
colonias. En la figura 41A el mutante Abmh2 mostré un micelio que en su mayor parte
penetra en el agar, de ahi la falta de enfoque de la imagen. Los mutantés bmh1 no
estan incluidos en este ensayo puesto que presentaron un patron de filamentacién
igual al de la cepa silvestre. EIl mutante bmh2,,1.076 exhibié un fenotipdd bmh2,
creciendo mas hacia el interior del medio y menos en superficie. Finalmente, la
mutacion bmh2,,10..76 sobre el fondo genétido fbpl presenté un fenotipo de
crecimiento como el del mutante bmh2,,10.,76, aunque el radio de la colonia fue aun
menor. En presencia de sorbitol se recuperd la filamentacién en superficie de todas las

estirpes (figura 41B).
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Figura 41. Efecto del sorbitol en la morfologia de la colonia. 5x10° esporas frescas de las distintas cepas
se crecieron en medio rico YPGA (A) e YPGA suplementado con 1,25M sorbitol (B) durante 48 horas a
28°C. Las imagenes, tomadas con un microscopio binocular Zeiss, muestran el fenotipo de crecimiento del
borde de la colonia fungica (80X).

El crecimiento observado indicaba una mayor invasién del agar en los mutantes

bmh2 que la cepa silvestre.

Para comprobar si estos mutantes estaban afectados en el crecimiento invasivo,
descrito en el apartado 1, donde se identificé al mutante nulo fbpl incapaz de
penetrar el agar, se realizé el ensayo de penetracién del celofan (Prados Rosales & Di
Pietro, 2008). Estudios previos han demostrado que el crecimiento invasivo en
Fusarium es un proceso fuertemente regulado por la fuente de nitrégeno, siendo

reprimido por amonio (Lépez-Berges et al, 2010).

En presencia de nitrato sddico (figura 42A panel superior y figura 42B panel
izquierdo) los mutantes Abmhl, Abmh2 'y bmh2s10,76 presentaron un

comportamiento silvestre y fueron capaces de atravesar de manera eficiente la
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membrana de celofan. Sin embargo, la mutacidon Afbpl, como ya se indicé en el
apartado 1 de los resultados, causoé la incapacidad para atravesar el celofan e invadir
el sustrato, no solo de la cepa Afbpl sino que también de la doble mutante
Afbplbmh2,,10.076. En presencia de amonio (figura 42A panel inferior y figura 42B
panel derecho) la penetracidon del celofan se reprimié en todas la cepas analizadas
excepto en el mutante bmh2,,10,76, que fue capaz de atravesar la membrana de
celofan e invadir el sustrato. La adicion de 1,25M de sorbitol al medio, como
estabilizador osmético, recuperé la inhibicidn del crecimiento invasivo en presencia de
amonio en la cepa bmh2xy10.576 (figura 42C), hecho que ya habia sido mostrado en
estirpes mutantes afectadas en el metabolismo del nitrégeno (Lopez-Berges et al,
2010).

Estos resultados en conjunto nos sugieren que Bmh2, pero no Bmh1, es esencial
para la morfogénesis y filamentacion de la colonia de F. oxysporum, no asi para el
crecimiento invasivo. Sorprendentemente, la a-hélice 9 de Bmh2 tiene un papel
crucial en la represion del crecimiento invasivo por amonio, ya que la eliminacién de
dicho dominio permitid la penetracién de Fusarium a través del celofan y por tanto

crecimiento una vez retirado el mismo.

Como se demostrd en el apartado 1 de Resultados, Fbpl es esencial para el
crecimiento invasivo. Los resultados aqui presentados indican que la mutacién fbp1
tiene un efecto dominante sobre la mutacidon bmh2,,14.576, ya que los dobles mutantes

presentaron el fenotipo de no invasién del agar.
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Figura 42. La represion del crecimiento invasivo por amonio esta regulada por bmh2. (A) 5x10* esporas
frescas de las estirpes indicadas se inocularon en placas de medio minimo suplementado con 50 mM de
NaNOj; (panel superior) o0 50 mM de NH,NO; (panel inferior), cubiertas con una membrana de celofany se
inocularon a 28°C durante 3 dias (antes). El celofan con la colonia fldngica se retird y las placas se
incubaron un dia mas para detectar la presencia del hongo en el medio (después). (B) La penetracion de
celofan se determiné en medio minimo suplementado con 50 mM de NaNO; (panel de la izquierda) o 50
mM de NH,NO; (panel de la derecha). (C) La penetracién de celofan se determiné en medio minimo
suplementado con 50 mM de NH,NO; y 1,25M de sorbitol.

134



Resultados

3.8. Las mutaciones 4bmh1 y Abmh2 no afectan a la hidrofobicidad de la
colonia

Dado que la formacién del micelio aéreo estd muy relacionado con la
hidrofobicidad de la colonia y que, como se vid en el apartado 1, Fbpl juega un papel
importante en la misma, se investigd el papel de los genes bmhl y bmh2 en este
fenotipo. Para ello se colocaron gotas de agua tefiidas sobre el micelio de las
diferentes estirpes a ensayar. Al cabo de 24 horas las gotas depositadas sobre las
estirpes Abmh1, Abmh2 y bmh2,,,0.,7s s& mantuvieron intactas, sugiriendo que la
superficie es altamente hidrofdbica, como en la estirpe silvestre. Por el contrario, en el
mutante Afbpl bmh2x,10.,76 la gota fue rdpidamente absorbida. De nuevo, el efecto de
la mutacion fbpl predomind sobre el fenotipo que proporciona la proteina Bmh2

truncada no existiendo ningtin efecto sinérgico entre ambos. (figura 43).

Afbp1+
Abmh2 Abmh2+bmh2 bmh2a210-276 Afbp1 bthazmzm

CEETE

Abmh1#8 Abmh1#24

Figura 43. Caracter hidrofdbico de los mutantes Abmh1 y Abmh2. 2x10* esporas frescas de las cepas
indicadas se crecieron en medio minimo con un 3% de sacarosa y se incubaron a 28°C. Después de 6 dias
de crecimiento se depositd una gota de 20 uL de agua tefiida de azul sobre las colonias. La foto fue
tomada justo inmediatamente tras colocar la gota.

3.9. Bmh2 incrementa la resistencia a estrés térmico pero no esta implicada
en la via de integridad celular

Las proteinas 14-3-3 son reguladores moleculares que intervienen en multiples
procesos celulares, de ahi que las mutaciones en estos genes den lugar a fenotipos
pleiotrépicos en muchos casos. Uno de los procesos en los que interviene BMH1 en S.
cerevisiage es la via de integridad celular ya que mutantes en este gen presentan
sensibilidad a compuestos que afectan a la misma (Lottersberger et al, 2006). Para

investigar si Bmh1l o Bmh2 también tienen un papel en la integridad celular de F.
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oxysporum se evalud el crecimiento de las distintas cepas en medio rico YPGA que
contenia dodecil sulfato sédico (SDS, 0,0125%), blanco de calcofldor (CFW, 50ug/mL) o
rojo congo (CR, 100 pg/mL), compuestos desestabilizadores de la pared (CFW y CR) y

de la membrana celular (SDS).

Los mutantesA bmhl, A bmh2 y bmh2s,10,76 No presentaron sensibilidad a
ninguno de los compuestos ensayados mostrando un crecimiento como el de la cepa
silvestre. La mutacidén bmh2,,.0.76 en el fondo genétido fbpl presentd una
sensibilidad como la de la cepa Afbp1, a excepcidn del compuesto SDS donde presentd
una mayor resistencia (figura 44). En este caso la mutacion bmh2,,10276 presentéd

dominancia sobre la mutacion Afbp1.
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Figura 44. Efecto de los distintos tipos de estrés sobre las mutaciones Abm1 y Abmh2. Esporas frescas de
las cepas indicadas se inocularon de forma seriada desde 10*a 10° esporas en placas de medio rico YPGA
con SDS (0,0125%), CFW (50ug/mL) 6 CR (100ug/mL). Las placas se incubaron a 28°C y fueron escaneadas
a las 44 horas de crecimiento excepto el tratamiento con CFW que fue escaneado a las 72 horas. Escala, 5
mm.

Otro proceso en el que esta implicada BMH1 en levaduras, es en la resistencia a
estrés térmico (Wang et al, 2009). Para ver si los mutantes de F. oxysporum estdn

implicados en este fenotipo se crecieron las distintas cepas en medio rico PDA a 37°C.
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El mutante Abmh2 presentd resistencia térmica frente a la estirpe silvestre y
complementada. Como en los procesos analizados anteriormente, el mutante Abmh1
exhibié sensibilidad a la temperatura similar a la estirpe silvestre. Por otro lado, la
mutacion bmh2,,10076 mostré el mismo fenotipo de resistencia que el mutante
Abmh2, mientras que esta mutacidn en el fondo genético Afbpl presentd sensibilidad
a la temperatura al igual que la cepaA fbp1, lo que nos indica que en este fenotipo no
existe un efecto sinérgico de ambas mutaciones dominando la mutacion Afbp1 sobre
bmh2,,10.076 (figura 45).
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Figura 45. La mutacion Abmh2 confiere resistencia a altas temperaturas. Diluciones seriadas de 10%a 107
esporas frescas de las cepas indicadas se crecieron en medio rico PDA. Los controles se incubaron a 28 °C
48 horas (paneles de la izquierda) y a 28°C 12 horas y 37°C 96 horas los tratamientos (paneles de la
derecha).

Estos resultados en conjunto nos sugieren que las proteinas Bmh1/2 de F.
oxysporum no estan implicadas en la via de integridad celular, sin embargo Bmh2

participa en el incremento de la viabilidad celular en respuesta a estrés térmico.

3.10. Bmh2 contribuye a la virulencia de F. oxysporum

Para determinar el papel de las proteinas Bmh1/2 de F. oxysporum durante el
proceso patogénico, se realizaron ensayos de infeccion en plantulas de tomate del
cultivar Money Maker. Las raices de pldntulas de 14 dias de edad se sumergieron

durante 30 minutos en suspensiones de esporas de las distintas cepas a ensayar.
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La evolucidon de la enfermedad en las plantas se evalué como el porcentaje de
supervivencia tras 30 dias post-infeccion y usando el método Kaplan-Meier, que
permite comparar de forma simplificada la virulencia de las estirpes (Lopez-Berges et
al, 2012) (figura 46). En cada ensayo se utilizaron 10 plantas por estirpe y se repitieron

tres veces con resultados similares.

Las plantas inoculadas con la estirpe silvestre presentaron los sintomas
caracteristicos de la marchitez vascular diez dias después de la inoculacién. La
severidad de los sintomas se incrementd a lo largo del tiempo y la mayoria de las
plantas habian muerto veintitrés dias tras la inoculacién. De igual forma, la mayor
parte de las plantas inoculadas con los mutantes Abmh1y bmh2 510,76 S€ encontraban
muertas tras veinticinco dias de infeccién (P= 0,0889 y P=0,7211, respectivamente).
Por el contrario, las plantas inoculadas con la estirpe Abmh2 mostraron mas de un
80% de supervivencia (P= 0,0015) tras 25 dias y las inoculadas con Afbplbmh2 ,510.576
un 100% (P<0,0001). Los resultados aqui presentados indican, que al igual que en la
invasién del agar, el fenotipo presentado por la mutacidn Afbpl muestra efecto
dominante sobre el fenotipo de la estirpe bmh2 4,;0.,76. Las diferencias observadas en
el comportamiento patotipico de las estirpes Abmh2 y bmh2 4;15.,76 sugieren que el

dominio de unién al ligando en la a-hélice 9 no es esencial para la infeccion.
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Figura 46. bmh2 pero no bmh1 interviene en la patogénesis de F. oxysporum. Las graficas muestran el
indice de supervivencia de plantas de tomate (cv MoneyMaker) inoculadas con las cepas indicadas de
Fusarium. En todos los casos se utilizaron como control plantas no inoculadas. El ensayo se llevé a cabo al
menos tres veces con resultados similares. Los datos mostrados corresponden a un experimento
representativo. Cepas con la misma letra no muestran diferencias estadisticamente significativas de
acuerdo al test Mantel-Cox, con un p <0,005.

3.11. Complementacion de Abmh2 con un alelo bmh1A188S

Los resultados presentados hasta ahora indican que Bmhl y Bmh2 tienen
funciones diferentes en todos los procesos estudiados. Cuando se compard la
secuencia de ambas proteinas, se observd que, si bien ambas proteinas presentan un
73% de similaridad solamente, los aminoacidos correspondientes a los dominios de
dimerizacién y de unién a ligando estan conservados, y todas las a-hélices conservan
casi el 100% de identidad, con la excepcidn de las a-hélice 4 y 6. La funcionalidad de
las proteinas 14-3-3 y dentro de ellas BMH1/2 de S. cerevisiae y Rad24/Rad25 de S.
pombe estd asociada a la fosforilaciéon de determinadas serinas conservadas. Tal es el
caso de la S189 de S. pombe implicada en respuesta a dafo en el ADN (Grandin &
Charbonneau, 2008). La comparacion de la secuencia de Bmh1 y Bmh2 de Fusarium

reveld que Bmh2 presenta dicha serina en la posicion 188 pero Bmh1 tiene en su lugar
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una alanina. Con el fin de estudiar si la mutacién bmh2 podia ser complementada con
un alelo bmh1 con serina en lugar de alanina en la posicién 188, se llevo a cabo

mutagénesis dirigida sobre la secuencia del gen bmh1.

Mediante PCR sobre ADNg de la cepa silvestre, se amplificaron dos fragmentos
del gen bmh1, creando la mutacién A188S mediante PCR de fusion (Carroll et al, 1994).
Dicho fragmento amplificado se utilizd para co-transformar a la estirpe Abmh2 junto
con el casete fleomicina. Se identificaron varios transformantes que presentaron un
fenotipo de crecimiento mas parecido al silvestre. Se aislé el ADN de algunos de ellos y
se secuencio la region mutada, comprobandose que tres de ellos habian incorporado

la mutacion, si bien mantenian la copia silvestre del gen bmh1 (figura 47).
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Figura 47. Fluorograma trasnformante Abmh2/bmh1A188S. El fluorgrama muestra el cambio de
nucleédtido y la presencia de los dos alelos, el silvestre y el introducido.

Se analizé la recuperacién del fenotipo silvestre en las estirpes complementadas
con el alelo bmh1A188S. En ninguno de los fenotipos estudiados se recuperd el
comportamiento de la cepa silvestre. Sin embargo, la infeccién de plantas con dos
estirpes Abmh2 complementadas con el alelo bmhi1A188S mostré sintomas de

infeccidn similares a los de la estirpe bmh2 4,19.,76 (datos preliminares, no mostrados).

Conforme con estos resultados preliminares, la presencia de la $188 podria ser
importante para la virulencia del hongo, extremo que habria que analizar mediante la

mutacion puntual de la S188 de Bmh2 en en la cepa silvestre.
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El trabajo expuesto en esta memoria se ha centrado en dilucidar el papel de
los reguladores moleculares Fbpl y Bmh2 de Fusarium oxysporum. Dado que tanto la
proteina Fbp1l (F-box) como la proteina Bmh2 (14-3-3) son reguladores de multitud de
procesos celulares, conservados en eucariotas, la eliminacion de uno u otro gen

presumiblemente tendra efectos pleiotrépicos con fenotipos diversos.

La rapida y especifica degradacién de proteinas por el sistema proteosoma-
ubiquitina ha emergido como un importante mecanismo de regulacidon en eucariotas
(Hershko & Ciechanover, 1998). Algunos de los procesos basicos celulares regulados
por protedlisis dependiente de ubiquitina incluyen la progresién del ciclo celular,

iniciacion de la transcripcidn o transduccion de sefiales (Petroski & Deshaies, 2005).

Las proteinas 14-3-3 son capaces de interaccionar con multitud de sustratos,
preferiblemente fosforilados, por lo que intervienen en multitud de procesos
celulares. Sus mecanismos de accion son muy variados, pudiendo actuar como
activadores, represores, sefiales de localizacién sub-celular, etc. (van Heusden, 2005;
van Heusden, 2009; van Heusden & Steensma, 2006). Estos reguladores moleculares
estdan ampliamente estudiados en humanos y levaduras pero poco o nada se conoce

en hongos filamentosos.

1. Fbp1 participa en la infeccidn y en la integridad celular a través
de rutas de senalizacion MAPK

En este trabajo se ha identificado Fbpl como una proteina F-box esencial para
la virulencia de F. oxysporum. Fbpl comparte similaridad estructural y de secuencia
con GRR1 de Saccharomyces cerevisiae, Grrl de Candida albicans y Fbpl de Fusarium
graminearum y Cryptococcus neoformans. Como ocurre en otros hongos patégenos de
plantas, proteinas ortdlogas de GRR1 juegan un papel importante en la patogenicidad
fungica, por lo que la implicacidon de las proteinas F-box en virulencia parece estar
conservada en hongos patdgenos.

En F. gramineaurum FBP1 participa en la formacion del complejo SCFFoe!

que
controla la degradacion mediada por ubiquitina de proteinas involucradas en la
reproduccion sexual y virulencia (Han et al, 2007). La proteina Fbpl del patégeno

humano Cr. neoformans también contribuye al desarrollo de la enfermedad mediada
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por el hongo (Liu et al, 2011). La capacidad reducida para invadir los tejidos del
hospedador y la menor virulencia mostrada por el mutante Afbp1 ponen de manifiesto

Fbpl

la contribucién del sistema SCF™"" en la patogénesis.

No obstante, no sélo no se conocen las proteinas diana de Fbpl que participen
en el desarrollo de la enfermedad, sino que tampoco se han identificado los

mecanismos moleculares relacionados con dicho proceso.

En F. oxysporum f. sp. lycopersici, el ensayo de penetracion del celofan descrito
por Prados-Rosales y Di Pietro (2008) tiene cierta analogia con el ensayo de invasién
del agar de S. cerevisiae y se correlaciona con el fenotipo de virulencia en plantas de
tomate. Tres componentes clave de la cascada de sefalizacion MAPK Fmk1, la
proteina trans-membrana de tipo mucina Msb2, la proteina quinasa Fmk1 y el factor
de transcripcién Stel2 son esenciales para el crecimiento invasivo y la completa
virulencia de F. oxysporum f. sp. lycopersici (Di Pietro et al, 2001; Perez-Nadales & Di
Pietro, 2011; Rispail & Di Pietro, 2009). En esta cascada de sefalizacidn en la que una
MAPKKK (Stell) fosforila a una MAPKK (Ste7), la fosforilacion de Fmk1, el udltimo
componente de la cascada, es necesaria para la activacién de los factores de
transcripcidn aguas abajo, concretamente Stel2, responsable del crecimiento invasivo.
El contacto de F. oxysporum con una superficie solida desencadena una répida
fosforilacion de Fmk1 (Perez-Nadales & Di Pietro, 2011) que, como se ha demostrado
en este trabajo, requiere de la accidon de Fbpl, por lo que podemos colocar a Fbpl

aguas arriba de Fmkl1.

Segun esto, cualquiera de los componentes de la cascada o bien proteinas que
interaccionen con ellos son susceptibles de degradacion dirigida por Fbpl. En ese
sentido las proteinas Ste50 (FOXG_11534), Stell (FOXG_09411) y Ste7 (FOXG_05521)

contienen un dominio PEST de sefializacidn para degradacion por proteosoma.

La ubiquitinacidén de proteinas es un importante mecanismo para modular la
sefializacién celular en S. cerevisiae (Bao et al, 2004; Chou et al, 2004; 2006; 2008;
Molina et al, 2010). En las cascadas se sefializacién MAPK, la ubiquitinacion se observd
por primera vez en la ruta de respuesta a feromona, en levaduras (Molina et al, 2010).
La ubiquitinacidn de los receptores Ste2 y Ste3 que operan en esta ruta es necesaria
para su endocitosis y posterior degradacién en el lisosoma/vacuola (Hicke & Riezman,
1996; Roth et al, 1998). En esta misma via, la MAPKK Ste11 también estd regulada por
ubiquitinaciéon (Esch & Errede, 2002).
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No obstante, los fenotipos presentados por el mutante fbpl apuntan a que la
diana de Fbp1l sea un represor de la ruta mas que un regulador positivo, ya que la
ausencia de Fbpl causa interrupcion de la ruta de sefializacion y un nivel de
fosforilacién de Fmk1l muy bajo. Asi, las fosfatasas PP2C (Arino et al, 2011; Jiang et al,
2011; Warmka et al, 2001) son buenos candidatos para ser diana de Fbpl y regular el
nivel de fosforilacion de Fmk1.

Otra ruta de sefializacion MAPK muy conservada en hongos es la ruta de
integridad celular. En S. cerevisiae, la cascada de integridad celular Mpk1/Slt2 es
responsable de cambios en la pared celular durante el ciclo celular y en respuesta a
varios tipos de estrés como las altas temperaturas y la exposicion a metales pesados
(Levin, 2005). Algunos genes que se encuentran bajo el control de esta ruta estan
implicados en la sintesis y modificacion de componentes de la pared celular como,
glucanos, mananos y quitina (Garcia et al, 2004; Lesage & Bussey, 2006). La
sensibilidad incrementada del mutante fbp1 a compuestos téxicos que interfieren con
la pared celular (CFW) y la membrana plasmatica (SDS) indican que Fbpl es
importante para mantener la integridad de la célula, tanto a nivel de membrana como
de pared. Nuestros resultados conectan la funcién de Fbpl con la cascada de
sefializacion MAPK Mpk1, sugiriendo que esta ruta puede tener multiples activadores
aguas arriba que pueden ser sustratos de Fbpl para su ubiquitinacién, tal y como estd

Forl regula

descrito en levaduras (Molina et al, 2010). En C. neoformas el complejo SCF
la sensibilidad a SDS pero no a CFW, es decir, que el efecto de Fbp1 sobre la integridad

celular es mas especifico sobre la membrana celular (Liu et al, 2011; Wang et al, 2011).

Las proteinas diana de Fbpl, y de las proteinas F-box en general, se
encuentran fosforiladas en secuencias llamadas “phosphodegrons”, que son
reconocidas por las proteinas F-box. Las quinasas de la familia caseinas quinasa | (CKl)
son responsables de la fosforilacion de proteinas que van a ser marcadas para
degradacion. Dos caseinas quinasa | en S. cerevisiae , Yck1 y Yck2 juegan un papel muy
importante en la fosforilacion de los sustratos de GRR1 en los que estan implicados
(Spielewoy et al, 2004). En C. neoformans, la caseina quinasa Cckl esta implicada en la
fosforilacién de Mpk1, interviniendo en la ruta de sefializacion de integridad celular. La
alteraciéon de la membrana celular observada en los mutantes cckl esta también
presente en los mutantes fbp1 indicando que los sustratos de Fbpl que intervienen en

esa ruta son fosforilados por Cck1 (Wang et al, 2011).
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De la misma forma, Fbpl en F. oxysporum interviene en la regulacion de
proteinas implicadas en el nivel de fosforilacién de Mpk1, en presencia de SDS, y por

tanto en el mantenimiento de la integridad celular.

2. Analisis proteomico

El analisis protedmico realizado en este trabajo ha tenido por objetivo
conocer, en condiciones de crecimiento invasivo, el conjunto de proteinas
diferencialmente expresadas en el mutante Afbpl, con el fin de encontrar posibles

proteinas diana del complejo SCF™"*.

Aproximadamente la mitad de las proteinas mas abundantes en el mutante
Afbpl estan implicadas en una gran cantidad de procesos celulares que son
susceptibles de sufrir ubiquitinacion: transporte, proteolisis, respuesta a estrés y

organizacién de los componentes celulares.

La poliubiquitinacién es una sefial que dirige proteinas al proteosoma, donde
la ubiquitina es reciclada y la proteina degradada (Hershko & Ciechanover, 1992) No
obstante, la ubiquitinaciéon también afecta a otras funciones como la endocitosis
(Hicke & Riezman, 1996; Kolling & Hollenberg, 1994; Mukhopadhyay & Riezman,
2007), donde la monoubiquitinacién es suficiente para la sefial de internalizacién
(Galan & Haguenauer-Tsapis, 1997; Terrell et al, 1998) En levaduras y otros hongos, la
endocitosis y transporte intracelular son muy importantes para algunas funciones
celulares, incluyendo el establecimiento de la polaridad, el crecimiento de la hifay la
virulencia (Atkinson et al, 2002; Dou et al, 2011; Read & Kalkman, 2003; Shaw et al,
2011; Wang & Shen, 2011). El transporte intracelular implica la transferencia de
material entre organulos, el cudl es mediado por vesiculas que emergen de una
membrana y se fusionan con otra. Estos procesos son mediados por los complejos
COPI (coat protein complex 1) y COPIl (coat protein complex 1) que median el
transporte vesicular en la via secretora temprana (Cai et al, 2007). El paso final en el
trafico mediado por vesiculas es el anclaje y la fusién de la vesicula con la membrana
de destino. Esta fusion se cree que ocurre por el apareamiento de proteinas de
membrana de la familia SNARE (Chen & Scheller, 2001). En este trabajo hemos
mostrado que una de las proteinas abundantes en fbpl es Sec28, el ortdlogo de la

subunidad e-COP humana. Por otro lado, la proteina t-SNARE, Secl7, se encuentra
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mas expresada en la estirpe silvestre, mostrandose un cierto desajuste en la
concentracion de ambas. En levaduras se ha mostrado que SEC28 y SEC17 estén

implicadas en la formacion de vesiculas y la fusion de membranas respectivamente.

Fbpl podria estar implicada en estos procesos en F. oxysporum. La tincién del
Spk con FM4-64 indica que las vesiculas secretoras que forman esta estructura reciclan
las membranas del apice, implicando la extensién apical (Fischer-Parton et al, 2000).
Estudios recientes a cerca de la maquinaria molecular que regula la orientacion de las
hifas han demostrado que mutantes afectados en los procesos de transporte vesicular
presentan hifas con trayectorias de crecimiento anormales o respuestas trdpicas
atenuadas (Brand & Gow, 2009). Por tanto, nuestros resultados parecen conectar la
funcién de Fbp1 con las rutas de sefializacidon que regulan el transporte intracelular, ya

que Fbpl es necesaria para la correcta formacidn del Spk y el crecimiento direccional.

Las 41 proteinas diferencialmente expresadas en el andlisis proteémico estan
implicadas en una gran cantidad de procesos celulares, aunque en lineas generales las
podemos agrupar en dos grandes grupos: aquellas relacionadas con el metabolismo

primario y las relacionadas con los procesos de oxidacidn-reduccion.

GRR1 juega un papel importante en la sefializacion por glucosa y aminoacidos
(Spielewoy et al, 2004). En un analisis proteémico llevado a cabo por Benanti y
colaboradores (2007) se identificaron 7 nuevas dianas metabdlicas del complejo
SCF*! entre ellas, dos reguladores de la glicdlisis. Estos resultados demostraron que
el cambio entre glicdlisis y gluconeogénesis estaba regulado por dianas de SCF*®!,
Nuestro estudio identificd tres proteinas implicadas en estas rutas metabdlicas, dos
sobre-expresadas en el mutante Afbpl (Pdcl y Adh2) y una sobre-expresada en la

cepa silvestre (Enol).

Dentro de las proteinas sub-expresadas en el mutante y relacionadas con el
metabolismo primario encontramos proteinas implicadas en el ciclo del acido-
tricarboxilico, glucdlisis, gluconeogénesis, biosintesis de aminoacidos, etc, por lo que
podemos pensar que Fpb1l regula el metabolismo primario y que por tanto el mutante
Afbp1 estara afectado en algunas rutas metabdlicas. La reduccion del crecimiento en
todas las fuentes de carbono y nitrégeno utilizadas estd acorde con los resultados
obtenidos en el analisis protedmico, si bien la pauta de crecimiento en zig-zag de las

hifas contribuye al menor radio de las colonias observado en todos los casos.
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Por tanto, aunque queda por demostrar si las proteinas identificadas en F.
oxysporum son ubiquitinadas y reguladas por el proteasoma, nuestros resultados son
coherentes con la hipdtesis de que las proteinas diferencialmente expresadas en este
analisis protedmico son reguladas por Fbpl y por tanto susceptibles de ser potenciales
dianas para ser ubiquitinadas y degradadas por el proteasoma a través del sistema
SCF™P™,

3. Bmh2 versus Bmh1l

Aunque en mamiferos y plantas existen muchas isoformas de las proteinas 14-
3-3, dos parecen predominar en hongos: BMH1 y BMH2 han sido caracterizadas en S.
cerevisiae (Gelperin et al, 1995; Heusden et al, 1995) y Rad24 y Rad25 en
Schizosaccharomyces pombe (Ford et al, 1994). No obstante, de las dos isoformas
presentes mayoritariamente en ascomicetos, una seria la ortdloga de BMH1/2 y la otra
ha debido aparecer evolutivamente en la separacion de los ascomicetos
multicelulares. Hay excepciones en cuanto a la presencia de mas de una proteina 14-3-
3, como es el caso de C. albicans (Cognetti et al, 2002) o el de los basidiomicetos
Ustilago maydis (Mielnichuk & Pérez-Martin, 2008) y Lentinus edodes donde

solamente se ha identificado una isoforma 14-3-3 (Zhou et al, 2000).

Dada la gran variedad de procesos en los que intervienen las proteinas 14-3-3,
multitud de trabajos se han encaminado a identificar proteinas que interaccionen con
ellas. Ya que dichas proteinas han de estar fosforiladas, una variedad de quinasas
deben participar en la fosforilacion de las mismas. Varios abordajes protedmicos han
identificado toda una bateria de quinasas y de proteinas fosforiladas que pudieran
interaccionar con Bmh1/2 (van Heusden, 2009). Entre las quinasas identificadas, Tpk1,
Ptk2 y las caseina quinasas Yckl y Yck2 son las que fosforilan el mayor nimero de

interactores.

Parte de estas proteinas intervienen en el ciclo celular. En este sentido, Bmh1l
regula negativamente el ciclo celular en U. maydis y de forma similar en S. pombe,
interaccionando fisicamente con la fosfatasa Cdc25 (Mielnichuk & Pérez-Martin,
2008). Se ha identificado asimismo interactores pertenecientes a cascadas de

sefializacion como RAS/MAPK en S. cerevisiae (Roberts et al, 1997).
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En este trabajo se han identificado dos proteinas 14-3-3, Bmh1l y Bmh2 con
funciones muy diferentes en F. oxysporum. De los resultados obtenidos en este
trabajo se deduce que Bmh1 no tiene un papel importante en ninguno de los procesos
analizados, si bien la presencia tanto a nivel de transcrito como de proteina indica un

nivel de expresién significativo y superior al de Bmh2.

El crecimiento en medio sdlido refleja el establecimiento del crecimiento
polarizado y la fusidn de las hifas en el desarrollo de un micelio bien conectado. Bmh2
participa de manera importante en el desarrollo de la colonia, presentando los
mutantes un nivel de filamentacién reducido y fundamentalmente penetrando hacia
el interior del medio. Este crecimiento invasivo es reducido al afiadir al medio un
estabilizador osmodtico que podria recuperar el turgor de las hifas (Liu, 2010). El
crecimiento invasivo se vi6 mas pronunciado en el mutante con la proteina Bmh2
truncada, lo que pone de manifiesto que la ausencia del extremo carboxilo produce un
efecto mds importante que la ausencia de la proteina completa. Dado que el posible
dominio PEST se encuentra localizado en el extremo carboxilo de la proteina, se podria
pensar que el mantenimiento no regulado de Bmh2 fuera responsable de la invasién

incrementada en el medio.

La proteina quinasa Tor regula el crecimiento celular en los eucariotas en
respuesta a nutrientes (De Virgilio & Loewith, 2006; Rohde et al, 2008). La rapamicina
es inhibidor especifico de Tor y por lo tanto inhibidor del crecimiento celular aun en
presencia de nutrientes, lo que permite establecer una relacién entre la sensibilidad a
rapamicina y el correcto funcionamiento de la ruta Tor. Al igual que en S. cerevisiae
(Beck & Hall, 1999; Bertram et al, 1998), Bmh2 participa en las vias de resistencia a
rapamicina, presentando asimismo una reduccién en el crecimiento en los distintos
medios. Estos resultados estan acorde con los obtenidos en levaduras donde el
mutante Abmhl presenta un proteoma enriquecido en proteinas implicadas en
transporte y asimilacion de fuentes de carbono y nitrégeno (Bruckmann et al, 2007,
Ichimura et al, 2004). En dicho andlisis, la proteina PMG1 (fosfoglucomutasa), que
parece ser necesaria para la asimilacion de glucosa (Hofmann et al, 1994), se
encuentra sub-expresada, lo que podria explicar el menor crecimiento en presencia de

glucosa del mutante Abmh1 de F. oxysporum.

La resistencia a estrés térmico conlleva la actuacion de moléculas chaperonas

y la expresidn de genes que codifican proteinas de choque térmico, como ocurre en S.
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cerevisiae (Wang et al, 2009). La resistencia incrementada del mutante Abmh2 al
crecimiento prolongado a 37°C sugiere que Bmh2 pueda modificar inactivando
parcialmente a chaperonas necesarias para el desarrollo a altas temperaturas. Para
esa actividad seria necesaria la proteina completa, ya que la presencia de la proteina

truncada tiene el mismo efecto que su ausencia.

El crecimiento en presencia de compuestos que afectan a la pared celular y/o
membrana plasmatica nos permite decir que, a diferencia de sus ortélogos en
levaduras (Lottersberger et al, 2006) Bmh1 ni Bmh2 estan implicados en integridad

celular.

La ruta de sefalizacion MAPK Fmk1 (Di Pietro et al, 2001; Rispail & Di Pietro,
2009) es necesaria para el crecimiento invasivo y la infeccion de las plantas de tomate.
La capacidad de penetrar membranas de celofan permite estudiar el crecimiento
invasivo sobre una superficie sélida y como se ha demostrado define una importante
funcion para la virulencia (Prados Rosales & Di Pietro, 2008; Rispail & Di Pietro, 2009).
Se ha demostrado ademas que la capacidad de penetrar el celofdn estd inhibida por
amonio pero no por nitrato (Lépez-Berges et al, 2010). Aunque Bmh2 no es esencial
para el crecimiento invasivo, si juega un papel importante a juzgar por el
comportamiento del mutante con la proteina Bmh2 truncada, que a diferencia de la
estirpe Abmh2 es capaz de traspasar el celofan e invadir el medio en presencia de
amonio. Se sugiere que este hecho no se debe a la falta de la a-hélice 9 sino a la falta
del dominio PEST que determina su degradacidn por ubiquitinacion lo que promueve

la acumulacién de Bmh2 y su accidn en la invasion del agar.

Aunque se conoce poco del papel de estas proteinas en otros hongos
patégenos, en la levadura C. albicans, mutantes bmh1 estan afectados en virulencia,
por lo que se atribuye a Bmh1 un papel en la infeccion en humanos (Kelly et al, 2009)
asi como en Paracoccidoides brasiliensis (da Silva et al, 2013). Si bien Bmh2 es
necesaria para el completo desarrollo de la enfermedad en F. oxysporum, la ausencia
de Bmh1 no presentd ningun retraso en la enfermedad. Sorprendentemente, la
ausencia de la a-hélice 9 junto con la cola carboxiterminal (poco conservada en las
proteinas 14-3-3) en el mutante con la proteina Bmh2 truncada, recuperé la evolucién
de la enfermedad al nivel del silvestre, lo que sugiere que la proteina es funcional para
el proceso de infeccion. De lo expuesto anteriormente se deduce que laa -hélice 9 no

es necesaria para el proceso de infeccion.
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Aunque Bmh1l y Bmh2 presentan sélo un 73% de similitud, los aminodcidos
implicados en los dominios de dimerizacion y de unidén a ligando estan muy
conservados. Las diferencias mas importantes observadas se encuentran en las a-
hélices 4 y 6 siendo esos aminoacidos los menos conservados entre las diferentes
proteinas 14-3-3 de hongos. No obstante, la serina 188 (S189) identificada en S.
cerevisiae como necesaria para el control del ciclo celular (Grandin & Charbonneau,
2008) no esta conservada en Bmh1l. La complementacion de la cega bmh2 con un
alelo bmh1A188S recuperd el patron de infeccidn del silvestre, sugiriendo que dicho
aminoacido es importante para el correcto funcionamiento de las proteinas 14-3-3 en
el desarrollo de la enfermedad.

Aunque desconocemos la base molecular de la reduccion en virulencia, los
resultados obtenidos se podrian explicar, en parte, a un deficiente crecimiento en casi
todas las fuentes de carbono y nitrégeno analizadas, ya que el mutante Abmh2 parece
tener afectada la ruta de sefializacidon TOR. Sin embargo, al tratarse de proteinas cuyos
ortélogos estan implicados en multitud de vias de sefializacién es muy probable que
Bmh2 de F. oxysporum conserve algunas de esas funciones que aun estdn por dilucidar

y que podrian explicar mejor el fenotipo de infeccién.
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Conclusiones

El sistema de degradacién de proteinas dependiente de ubiquitina
participa, aunque no es esencial, en el desarrollo de la enfermedad de F.
oxysporum f.sp. lycopersici sobre plantas de tomate.

Fbpl regula las funciones de virulencia a través de la cascada de
sefalizacion MAPK Fmk1.

En Fusarium oxysporum, la ruta de sefalizacion MAPK Mpkl esta
controladad por Fbp1.

Bmh2 regula el crecimiento y la virulencia de Fusarium oxysporum.

El dominio carboxilo-terminal de la proteina Bmh2 regula la represién del
crecimiento invasivo en presencia de amonio.

Bmh2 protege frente a estreses que inducen muerte celular como la
rapamicina, sugieriendo un papel antiapoptético.
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SUMMARY

F-box proteins function in the recruitment of proteins for SCF
ubiquitination and proteasome degradation. Here, we studied the
role of Fbp1, a nonessential F-box protein of the tomato pathogen
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. The AfbpT mutant showed a
significant delay in the production of wilt symptoms on tomato
plants and was impaired in invasive growth on cellophane mem-
branes and on living plant tissue. To search for target proteins
recruited by Fbp1, a combination of sodium dodecylsulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight/time-of-flight
(MALDI-TOF/TOF) was used to compare proteins in mycelia of the
wild-type and Afbp? mutant. The proteomic approach identified
41 proteins differing significantly in abundance between the two
strains, 17 of which were more abundant in the Afbp! mutant,
suggesting a possible regulation by proteasome degradation.
Interestingly, several of the identified proteins were related to
vesicle trafficking. Microscopic analysis revealed an impairment of
the Afbp! strain in directional growth and in the structure of the
Spitzenkérper, suggesting a role of Fbp1 in hyphal orientation. Our
results indicate that Fbp1 regulates protein turnover and patho-
genicity in F. oxysporum.

INTRODUCTION

Fusarium oxysporum is a ubiquitous soil-borne ascomycete, which
causes vascular wilt disease on more than 100 plant species,
provoking severe losses in important crops, such as banana,
cotton, melon and tomato (Gordon and Martyn, 1997). This fungus
is also being recognized as an emerging human pathogen which
poses a lethal threat to immune compromised individuals (Nucci
and Anaissie, 2007). Its remarkably broad host range and the array
of molecular tools available make F. oxysporum an attractive
model for the study of the different aspects of fungal infection (Di
Pietro et al., 2003; Michielse and Rep, 2009).

In recent years, several genes governing the pathogenicity of
Fusarium have been identified, including those involved in signal
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transduction (Di Pietro etal., 2001), nutrient signalling
(Lopez-Berges et al., 2010) and cell wall biosynthesis (Madrid
et al., 2003), among others. Moreover, F-box proteins, such as Frp1
(Duyvesteijn et al., 2005) and Fbp1 (Han et al., 2007), have been
shown to function in the pathogenicity of F.oxysporum and
F. graminearum, respectively. F-box proteins play a key role in
protein turnover, an important regulatory mechanism of cellular
function in eukaryotic cells. In addition to proteolytic degradation,
other biological pathways that are regulated by ubiquitination
include endocytosis and intracellular trafficking (Madshus, 2006;
Mosesson and Yarden, 2006; Saksena et al., 2007), histone and
transcriptional regulation (Kodadek, 2010), autophagy (Kirkin
et al., 2009), DNA repair (Thomson and Guerra-Rebollo, 2010) and
diverse cellular signalling (Chen and Sun, 2009; Haglund and
Dikic, 2005; Kawadler and Yang, 2006).

Fungal F-box proteins have been reported to regulate distinct
cellular functions (Jonkers and Rep, 2009). The GRR1 F-box protein
of Saccharomyces cerevisiae is part of the SCFS*® E3 ligase which
interacts with Skp1 via its F-box domain and with downstream
targets via its leucine-rich repeat (LRR) domain. GRR1 was origi-
nally identified as a primary element responsive for glucose
repression (Flick and Johnston, 1991), and was also found to
control amino acid sensing (Bernard and Andre, 2001) and cell
cycle regulation (Blondel et al., 2000). In addition to S. cerevisiae,
the role of F-box proteins in fungal development has been
reported in other ascomycetes, such as Grr1 and Cdc4 in Candida
albicans (Atir-Lande et al., 2005; Butler etal., 2006; Li etal.,
2006), GrrA in Aspergillus nidulans (Krappmann et al., 2006),
Fwd1 and Scorn2 in Neurospora crassa (He et al., 2003; He and
Liu, 2005; Kumar and Paietta, 1998), Pth1 in Magnaporthe grisea
(Sweigard et al., 1998), Fbp1 in F. graminearum (Han et al., 2007)
and Frp1 in F. oxysporum (Duyvesteijn et al., 2005). Recently, a
role of Fbp1 has been reported in the sexual reproduction and
virulence of the basidiomycetous yeast pathogen Cryptococcus
neoformans (Liu et al., 2011). Interestingly, all F-box proteins
tested so far in plant fungal pathogens (Pth1, Fop1 and Frp1) are
required for fungal pathogenicity. However, despite their impor-
tance in the regulation of fungal development and virulence, the
role of F-box proteins in pathogenicity remains poorly understood.

In this study, we analysed the role of Fbp1 in the pathogenicity
of F. oxysporum by construction of a Afbp7 null mutant. We found
that Fbp1 is essential for invasive growth and tomato plant
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infection. We carried out a proteomic approach to identify the
target proteins of Fbp1 with a possible role in the pathogenicity
process. In addition to proteins involved in metabolism and
oxidation—reduction processes, some candidate proteins related to
adhesion, cell signalling and vesicle trafficking were identified.
This is the first proteomic approach revealing the candidate
targets of Fbp1-mediated proteolysis in fungal plant pathogens.

RESULTS

The fbp1 gene encodes an F-box protein conserved
among fungi that is important for invasive growth
and pathogenicity of F. oxysporum

The genome of F. oxysporum f. sp. lycopersici contains 53 pre-
dicted F-box proteins, as revealed by a search of the genome
database. FOXG_04438 encodes the orthologue of the F. gramine-
arum fbpl gene (Han et al., 2007). The deduced protein is 743
amino acids in length with the genomic sequence interrupted by
three putative introns. Like yeast GRR1 and the orthologues in
other fungi, Fbp1 contains a putative F-box domain and 12
tandem copies of a 26-amino-acid sequence, the LRR domain
(Fig. S1, see Supporting Information). The predicted protein
sequence of Fbp1 presents high similarity (87% amino acid iden-
tity) to F. graminearum Fbp1. The identity level increases to nearly
99% when the conserved F-box and LRR domains are compared.

We analysed fbpl gene expression during different growth
conditions using quantitative reverse transcription-polymerase
chain reaction (qRT-PCR). fbp7 was constitutively expressed in the
wild-type strain grown in potato dextrose broth (PDB) liquid
medium (Fig. 1A). This result is consistent with those reported in
F. graminearum (Han et al., 2007). We also tested the effect of the
carbon source on the expression of the fbp? gene. Our qRT-PCR
results showed a lower expression level in glucose than in galac-
tose (Fig. 1B).

The biological role of Fbp1 in F. oxysporum was explored by the
generation of a AfbpT deletion allele by replacing the fbp? open
reading frame (ORF) with the hygromycin resistance cassette
(Fig. S2A, see Supporting Information). PCR and Southern blot
analysis (Fig. S2B,C) established that two independent mutants,
named AfbpT#1 and Afbp1#3, lacked a functional copy of the
fbp! gene.

To confirm that the phenotype of the Afbp7 mutant was indeed
caused by a loss of fbp? function, a 5-kb fragment encompassing
the complete F. oxysporum fbp! gene was introduced into the
Afbp1 strain by co-transformation with the phleomycin resistance
marker. Three phleomycin resistance transformants were analysed
by PCR with gene-specific primers and found to have integrated
an intact copy of the fbp? gene into the genome (Fig. S2D).

Invasive growth, a virulence-related process with analogies
to agar invasion in yeast, was analysed using the cellophane
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Fig. 1 Expression of fbp? under different culture conditions. (A) Transcript
levels of the fbp! gene measured by quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR). RNA was isolated from
mycelia obtained after the indicated times of growth in potato dextrose broth
(PDB) medium. (B) Transcript levels of fbp7 under induction (galactose
medium) or repression (glucose medium) conditions measured by qRT-PCR
analysis. Relative expression levels represent the mean cycle threshold values
normalized to actin gene expression levels and relative to the expression
values at 72 h (A) or in galactose medium (B) set to unity. Bars represent
standard errors calculated from three independent experiments with three
replicates each.

penetration assay (Prados Rosales and Di Pietro, 2008). In contrast
with the wild-type, the Afbp7 mutant was unable to penetrate
cellophane membranes (Fig. 2A), suggesting that Fbp1 is impor-
tant for invasive growth. Cellophane penetration was restored in
the two independent complemented strains. To determine whether
Fbp1 is required for the invasive growth of F. oxysporum on living
host plant tissue, tomato fruits were inoculated by the injection of
a microconidial suspension of the different strains into the fruit
tissue (Di Pietro et al., 2001). Figure 2B shows the fruit after
4 days of incubation: although the Afbp7 mutant was impaired
in invasive growth, the wild-type and complemented strains
colonized and rotted the fruit tissue surrounding the site of
inoculation.

We next asked whether the absence of Fbp1 affected the ability
to infect tomato plants. Roots of tomato seedlings were dip inocu-
lated with microconidia of the wild-type, Afbp? mutants and fbp?
complemented strains (Di Pietro and Roncero, 1998). Plants inocu-
lated with the wild-type showed a progressive increase in vascular
wilt symptoms, and most were dead 30 days after inoculation
(Fig. 2C). Two independent Afbp? mutants showed reduced viru-
lence, but still produced a low level of wilt symptoms. Virulence
was restored in the two complemented strains.

Two-dimensional gel electrophoresis protein profile of
the wild-type and the AfbpT mutant

Our next goal was to investigate the potential proteins targeted by
the SCF™'-mediated proteolysis pathway. Our starting hypothesis
was that, when Fbp1 is defective, the protein targets are not
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Fig. 2 Fbp1 is required for invasive growth and contributes to virulence on
tomato plants. (A) Penetration of cellophane membranes. Fungal colonies
were grown for 4 days on a plate with minimal medium covered by a
cellophane membrane (before); the cellophane with the colony was removed
and plates were incubated for an additional day (after). (B) Invasive growth
of Fusarium oxysporum strains on tomato fruits at the inoculation site after
4 days of incubation at 100% relative humidity and 28 °C. (C) Incidence of
Fusarium wilt on tomato plants inoculated with the indicated strains. The
severity of disease symptoms was recorded at the indicated times after
inoculation using an index ranging from 1 (healthy plant) to 5 (dead plant).
The data shown are from three representative experiments. Error bars
represent the standard error (SE) calculated from 10 plants. wt, wild type.

degraded by the 26S proteasome and thus should exhibit higher
abundance in the Afbp! mutant strain than in the wild-type. Total
cellular protein extracts were obtained from germlings grown
under the conditions in which Afbp? was unable to penetrate
cellophane membranes. Six replicate gels were run per strain and
stained with SYPRO RUBY (Fig. 3). Image analysis with PD-QUEST
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software showed significant changes in the expression of
80 proteins, all of which could be identified by matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight/time-of-flight (MALDI-
TOF/TOF) [see Experimental Procedures and Table S1 (Supporting
Information)]. The proteins were re-annotated by BLAST searches
against the Fusarium genome database, leading to 46 hits
corresponding to 41 unique protein accessions (see Table S2, see
Supporting Information). A comparison of the proteomes of the
wild-type and the Afbp1 strain revealed 17 protein spots that
were always more abundant in the Afbp?7 mutant than in the
wild-type strain in different batches of protein samples, whereas
24 protein spots were more abundant in the wild-type strain
(Table S2).

We next assigned the proteins to functional categories accord-
ing to their involvement in biological processes. The classification
was based on gene ontology (GO) using the information from the
UniProt-GO Annotation database (http://www.ebi.ac.uk/GOA) and
the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) protein
interaction pathways (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html)
to assign the differentially expressed proteins to metabolic
pathways.

The classification of proteins by biological process showed 11
different groups. More than 50% of the proteins fell into two
categories: (i) oxidation—reduction processes (29%) and (ji) meta-
bolic processes (24%) (Fig. 4A). Interestingly, the majority of the
proteins up-regulated in the wild-type strain fell into these two
groups. By contrast, proteins up-regulated in the Afbp7 mutant
were involved in proteolysis, protein folding, response to stress,
cellular component organization, cellular processes and transla-
tion (Fig. 4B).

Classification of proteins accumulating at a higher
level in the Afbp1 mutant than in the wild-type strain

Among the protein spots identified, two were involved in vesicular
trafficking: (i) the coatomer subunit epsilon, Sec28 (FOXG_05228),
a component of the retrograde pathway belonging to the COPI
coat proteins, which are responsible for the biogenesis and sorting
of vesicles from the Golgi apparatus and their delivery to the
endoplasmic reticulum via retrograde transport (Cai et al., 2007;
Cosson et al., 1996; Spang, 2002); and (ii) FOXG_00146, corre-
sponding to a 14-3-3 protein orthologue to S. cerevisiae BMH2.
14-3-3 proteins are dimeric proteins abundant in the cytosol,
which interact with a broad array of cellular proteins controlling
different cellular processes, including vesicle trafficking (Yuan
etal., 2003).

The proteome of the Afbp? mutant also showed two
up-regulated chaperones: FOXG_00893 (orthologue to S. cerevi-
siae SSB1) and FOXG_04346, a member of the Hsp90 family of
chaperones (Peisker et al., 2010). The Hsp90 chaperone is involved
in the endoplasmic reticulum-associated degradation (ERAD)
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Fig. 3 Two-dimensional images of proteins extracted from the wild-type and the Afbp! mutant strains of Fusarium oxysporum. Two-dimensional gel analysis of
proteins extracted from mycelia grown for 8 h on minimal medium (MM) plates, separated by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis, and detected by
Sypro Ruby staining. Some differentially expressed proteins are indicated in the bottom panels. Bars corresponding to the spot intensity are represented for six

different gels.

process which starts with the recognition of a misfolded protein
substrate, followed by substrate ubiquitination, and retrotranslo-
cation from the endoplasmic reticulum for degradation by the 26S
proteasome (Ciechanover, 2005).

With regard to pathogenicity, one of the most abundant pro-
teins in the Afbp7 mutant, FOXG_07877, corresponds to a puta-
tive adhesin from the HAD superfamily of hydrolases. In the
human pathogen Paracoccidioides brasiliensi, a 32-kDa adhesion
protein has been shown to play an important role in adherence
and pathogenicity (Gonzalez et al., 2008).

Another differentially requlated protein with a putative function
in pathogenicity was FOXG_12759, orthologue to the cobalamine-
independent fungal methionine synthase MET6, essential for com-
plete virulence in the human pathogen Cr. neoformans (Pascon
et al., 2004).

Both eukaryotic and prokaryotic organisms generate reactive
oxygen species (ROS) as by-products of their metabolism, mainly
through aerobic respiration. One of the mechanisms that supplies
reducing power is the thioredoxin and glutathione redox system.
The FOXG_10111 protein corresponds to a peroxiredoxin, an
important class of cellular antioxidants identified in a wide range
of organisms (Rhee et al., 2005). FOXG_09187 is an orthologue of
ZTA1, a NADPH-dependent quinone reductase in S. cerevisiae. A
protein complex between a quinone reductase and the 20S pro-
teasome has been shown recently to stabilize transcription factors
by acting as an inhibitor of their proteasomal degradation (Sollner
and Macheroux, 2009). Finally, we also identified an alcohol
dehydrogenase 2 (FOXG_12790) and an aldo-keto-reductase

(FOXG_09876), involved in glycolysis and gluconeogenesis, both
of which have been implicated in the oxidative stress response
(Aguirre et al., 2005).

Proteins with decreased levels in the AfbpT mutant

The largest group of proteins down-regulated in the Afbp7 strain
corresponded to proteins involved in oxidation—-reduction and
metabolic processes (Fig. 4B). Among these were eight oxido-
reductases: thioredoxin reductase (FOXG_00831), uricase
(FOXG_11511), a mitochondrial precursor of D-lactate dehydroge-
nase 2 (FOXG_02132) and several unannotated proteins that were
identified as belonging to different oxido-reductase families. A
phenol 2-monooxygenase (FOXG_17384) was also overexpressed
in the wild-type strain. Phenol 2-monoxygenase is a hydrolase
involved in the degradation of phenolic compounds. It is known
that a large number of plant antifungal secondary metabolites are
phenolic compounds whose detoxification facilitates host coloni-
zation by fungi (Michielse et al., 2012).

Primary metabolism proteins constituted the bulk of proteins
highly expressed in the wild-type, including enolase (FOXG_
00035), involved in glycolysis and gluconeogenesis, and aconitase
(FOXG_03713), required for the tricarboxylic acid (TCA) cycle, as
well as enzymes involved in amino acid metabolism, such as
aspartate-semialdehyde dehydrogenase (FOXG_03301), which
functions in the common pathway for methionine and threonine
biosynthesis, 0-acetylhomoserine (FOXG_15240), dedicated to the
cysteine and methionine biosynthesis pathway, and glutamine
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Fig. 4 Functional classification of differentially expressed proteins. (A) The pie
chart depicts the distribution (%) of differentially expressed proteins by
functional category families (biological process) estimated from the gene
ontology (GO) data in Table S2. (B) Classification of up- and down-regulated
proteins in the Afbp7 mutant according to biological process.

synthetase (FOXG_05182), a key enzyme in the pathway of
glutamine biosynthesis from glutamate and ammonia.

Another important metabolic enzyme overexpressed in the
wild-type was the N-acetylglucosamine (GIcNAc) transferase Gnt1
(FOXG_12436). This enzyme plays a role in S. cerevisiae in the
transfer of GIcNAc to the N-linked glycans attached to nascent
glycoproteins, as they are translocated to the endoplasmic reticu-
lum (Yoko-O et al., 2003).

The synthesis of vitamins B6 and B1 was also regulated by
Fbp1. The Afbp? strain showed a lower intensity of the protein
spot corresponding to Pdx1 (FOXG_08652), the orthologue of
S. cerevisiae SNZ1 functioning in the biosynthesis of vitamin B6.
Similarly, two components of the biosynthesis of vitamin B1 (thia-
mine), the precursor hydroxymethylpyrimidine (FOXG_11035) and
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the thiazole intermediate (FOXG_10428), were down-regulated in
the AfbpT mutant.

Among the spots overrepresented in the wild-type strain, two
corresponded to proteins involved in vacuole fusion and protein
transport. The first is FOXG_08026, identified as an orthologue of
SEC17, a t-SNARE protein required for vesicular transport between
the endoplasmic reticulum and the Golgi (Haas and Wickner,
1996). The second is the enolase (FOXG_00035). It has been
shown that ENO1 and ENO2 are necessary to induce the homo-
typic vacuole fusion in S. cerevisiae (Decker and Wickner, 2006).

Fbp1 contributes to growth on solid surfaces under
nutrient-limiting conditions

Because carbon and nitrogen metabolism pathways appeared to
be attenuated in the Afbp? strain, we asked whether this down-
regulation would result in poor nutrient assimilation in this
mutant. Indeed, the Afbp7 mutant showed reduced hyphal growth
on all carbon and nitrogen sources analysed (Fig. 5B,C). The radial
growth rate of the Afbp? mutant was reduced in all cases relative
to the wild-type, except on glutamine. As glutamine is a preferred
source of nitrogen, this result is in line with the findings in our
proteomic analysis, suggesting that the assimilation of glutamine
is not impaired in the mutant. Moreover, the Afbp! mutant grew
similarly to the wild-type strain on complete medium, such as
potato dextrose agar (PDA) (Fig. 5A). Collectively, these results
suggest that AfbpT is impaired in nutrient assimilation.

Fbp1 is involved in directional growth on
solid medium

Hyphal orientation, an essential aspect of polarized growth in
fungi, is determined by the continuous flow of secretion vesicles
from the hyphal cell body to the hyphal tip, resulting in cell wall
and membrane extension (Gow et al., 2002). One of the charac-
teristics of filamentous fungi is the presence of the Spitzenkérper
(Spk), a highly dynamic vesicle supply centre adjacent to the site of
polarized cell extension (Harris et al., 2005). As mentioned previ-
ously, some differentially expressed proteins in our proteomic
analysis are involved in vesicle trafficking. In order to determine
whether Fbp1 contributes to hyphal orientation in colony devel-
opment, we compared the hyphal growth pattern of the Afbp7
mutant and the wild-type on solid medium. In the mutant strain,
leader hyphae displayed a zig-zag growth phenotype relative to
straight hyphae in the wild-type and complemented strains, com-
patible with a defect in directional growth (Fig. 6A,B). This mean-
dering phenotype was quantified by counting wavy leader hyphae
in independent growing colonies. We obtained 100% of wavy
hyphae from a population of about 200 mutant hyphae. In con-
trast, all of the analysed leader hyphae in the wild-type and
complemented strains displayed the straight phenotype. We next
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Fig. 5 Effect of fbp7 deletion on carbon and nitrogen utilization in Fusarium
oxysporum. Growth of the indicated strains on potato dextrose agar (PDA)
(A), on minimal medium with different carbon sources (B) and on minimal
medium with different nitrogen sources (C) (see Experimental procedures).
CA, casaminoacids; wt, wild-type. Bars, 5 mm.

questioned whether the growing tips had a defined Spk. For this
purpose, we stained growing hyphae with FM4-64, which has
been used in several fungi to stain Spk (Fischer-Parton et al., 2000;
Penalva, 2005). Spk appeared to be well defined in the growing
tips of the wild-type and complemented strains, whereas abun-
dant and delocalized staining was observed in the AfbpT mutant
(Fig. 6C).

DISCUSSION

Fbp1 governs invasive growth and virulence in
F. oxysporum

In this work, we have shown that Fbp1 is essential for invasive
growth and virulence in F. oxysporum. Fusarium oxysporum Fbp1
shares sequence and structural similarities with Grr1 in C. albicans
and Fbp1 in F. graminearum and Cr. neoformans (Fig. S1). As
several orthologues of GRR1 in other plant-pathogenic fungi have
also been reported to play a role in fungal pathogenicity, the
involvement of F-box proteins in virulence appears to be con-
served in fungal pathogens.

The AfbpT mutants were impaired in invasive growth on cello-
phane membranes and on tomato fruit tissue. Both phenotypes
have been related to the Fmk1 pathogenicity mitogen-activated
protein kinase (MAPK) pathway in F. oxysporum. Three different
key components of the Fmk1 MAPK cascade, the Fmk1 protein
(MAPK), the transcription factor Ste12 and the mucin-like trans-
membrane protein Msbh2, are essential to invasive growth and to
the complete virulence of F. oxysporum f. sp. lycopersici (Di Pietro
etal., 2001; Perez-Nadales and Di Pietro, 2011; Rispail and Di
Pietro, 2009). Here, we show that the Afbp7 mutant shares the
invasive growth phenotype with the Afmk1, Aste12 and Amsb2
knockout mutants, suggesting that Fbp1 may promote invasive
growth by controlling the levels of one or several of the Fmk1
MAPK pathway components. The link between MAPK signalling
and protein degradation to control signalling specificity, which
defines growth versus differentiation, has been shown previously
in S. cerevisiae (Bao et al., 2004; Chou et al., 2004, 2006, 2008;
Molina et al., 2010). Future work is needed to determine the
possible involvement of Fbp1 in the Fmk1 MAPK signalling
cascade of F. oxysporum.

Potential targets of SCF™"" involved in primary
metabolism and oxidation-reduction

Fbp1 has been reported to be a versatile F-box protein participat-
ing in the formation of the SCF complex, which controls regulatory
processes for major traits in Gibberella zeae, including sexual
reproduction and virulence (Han et al., 2007). Several lines of
evidence suggest that Fbp1 also participates in the development
and virulence of Cr. neoformans (Liu et al., 2011). Nevertheless,
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nothing is known so far about the proteins targeted by the SCF™'
complex for proteasomal degradation.

We reasoned that the proteins involved in invasive growth
should be differentially expressed in the Afbp? mutant strain.
As mentioned previously, invasive growth resembles root adhesion
in being associated with virulence functions of F. oxysporum
(Prados-Rosales et al., 2009). Interestingly, 19 of the 41 proteins
differentially expressed in the present work were also found in a
previous proteomic study which identified 174 expressed proteins
from F. oxysporum cell walls under adhesion-inducing conditions,
including those with a known biochemical function in primary
metabolism, such as enolase and pyruvate decarboxylase PdcA
(Prados-Rosales et al., 2009).

The 41 differentially expressed proteins detected here are
involved in a plethora of biological processes, most related to the
oxidation—reduction process and primary metabolism (Fig. 4A,
Table S2). It is known that GRR1 (Spielewoy et al., 2004) plays a
role in both glucose and amino acid signalling by targeting Yck1/
2-phosphorylated pathway components for ubiquitination by
SCFS®®"In a proteomic screen developed by Benanti et al. (2007),
seven new metabolic targets of SCFE*™®' were identified, including
two regulators of glycolysis. These results demonstrated that the
glycolytic—gluconeogenic switch was regulated by targets of
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SCFSR". We identified three proteins involved in this pathway,
two up-regulated in Afbp? (Pdcl and Adh2) and one
up-regulated in the wild-type strain (Eno1). Some of the
up-regulated proteins in the Agrr! mutant belong to coordinately
transcribed groups, such as the regulators of methionine biosyn-
thesis, suggesting that some are transcriptionally regulated
(Benanti et al., 2007). In our work, two enzymes involved in the
biosynthesis of methionine were identified [MET6 (FOX_12795)
and MET17 (FOXG_15240)], which were up- and down-
regulated, respectively, in Afbpl. Although the expression of
these proteins was transcriptionally regulated, the regulators may
be SCF™' controlled and targeted to degradation. Fbp1 regulates
primary metabolism, as deduced by the results of proteomic
analysis, but also by phenotypic growth assays (Fig.5). The
reduced radial colony growth observed on different nutrient
sources suggests that certain metabolic pathways are affected in
the Afbp1 mutant strain.

The second major class of differentially expressed proteins was
related to the oxidation—reduction process. ROS play a major role
in pathogen—plant interactions. Recognition of a pathogen by the
plant rapidly triggers the oxidative burst, which is necessary for
further defence reactions. Protection against oxidative stress is
also required for normal fungal development, because a transient
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increase in ROS levels acts as an internal signal for developmental
progression (Aguirre et al., 2005). The role of the up-regulated
oxido-reductases identified in the wild-type proteome might thus
be related to the reduced virulence observed in the mutant strain.

Fbp1 contributes to directional hyphal growth and
may participate in the ubiquitination of proteins
involved in vesicle trafficking

Approximately half of the proteins more abundant in the Afbp?
mutant are involved in a variety of cellular processes that are
susceptible to ubiquitination: transport, proteolysis, response to
stress and cellular component organization. Classically, polyubig-
uitination is a signal that directs proteins to the proteasome,
where ubiquitin is recycled and the protein is degraded (Hershko
and Ciechanover, 1992). Nevertheless, ubiquitination also affects
nonproteasomal functions, such as endocytosis (Hicke and
Riezman, 1996; Kolling and Hollenberg, 1994; Mukhopadhyay and
Riezman, 2007), where monoubiquitination is sufficient as an
endocytic internalization signal (Galan and Haguenauer-Tsapis,
1997; Terrell et al., 1998). In yeasts and other fungi, endocytosis
and intracellular transport events are important for cellular func-
tions, including polarity establishment, hyphal growth and viru-
lence (Atkinson et al., 2002; Dou et al., 2011; Read and Kalkman,
2003; Shaw et al., 2011; Wang and Shen, 2011)

Intracellular transport implies the transfer of material between
organelles, which is mediated by carrier vesicles that continually
bud from one membrane and fuse with another. Vesicle budding is
mediated by protein coats that cycle on and off membranes: COPI
(coat protein complex 1) and COPII (coat protein complex II)
mediate vesicle transport in the early secretory pathway (Cai
et al., 2007). The final steps in vesicle-mediated membrane traf-
ficking are the tethering and fusion of the vesicle with its target
membrane. Fusion is thought to occur by the pairing of SNAREs, a
family of membrane proteins (Chen and Scheller, 2001). COPI
vesicles mediate the retrograde transport from the Golgi to the
endoplasmic reticulum, as well as intra-Golgi transport. We have
shown here that one of the up-regulated proteins in the Afbp?
mutant is Sec28, the orthologue of the human &-COP subunit. A
recent model for the SEC28 trafficking pathway in yeast suggests
that UBC1 (ubiquitin ligase 1) controls the concentration of SEC28
at the vacuolar membrane (Brown et al., 2008). We further found
that the t-SNARE protein Sec17 was up-regulated in the wild-type
strain. It has been shown previously in yeast that SEC28 and
SEC17 are involved in vesicle formation and membrane fusion,
respectively. We consider that Fbp1 could be implicated in these
processes in F. oxysporum. FM4-64 staining of Spk indicates that
secretory carriers reaching this structure recycle endocytosed
membrane to the apex, implicating this recycling in apical exten-
sion (Fischer-Parton et al., 2000). Recent studies on the molecular
machinery regulating hyphal orientation have shown that muta-

tions that affect these processes result in hyphae that have either
abnormal meandering trajectories or attenuated tropic responses
(Brand and Gow, 2009). Mutation in two cell-end marker proteins,
TeaA and TeaC, of A. nidulans resulted in a zig—zag hyphal phe-
notype (Higashitsuji et al., 2009), underscoring the importance of
these proteins in hyphal orientation. We found that Fbp1 is impor-
tant for correct Spk formation and directional growth, as sug-
gested by the zig—zag pattern of Afbp? hyphae (Fig. 6).

Our proteomic approach revealed a range of F. oxysporum pro-
teins whose orthologues were shown to be ubiquitinated in S. cer-
evisiae (Table S3, see Supporting Information). Interestingly,
among the proteins up-regulated in the Afbp7 mutant, only one,
Dbp5, has not been shown previously to be ubiquitinated in yeast
(Venancio et al., 2009; Ziv et al., 2011). Metabolic proteins (Eno1)
and heat shock proteins (Ssb) have also been shown to be ubig-
uitinated in a proteomic study in C. albicans (Leach et al., 2011).
Moreover a number of spots identified in our work correspond to
proteins that have been co-purified with the 20S proteasome in
Trichoderma reesei (Grinyer etal., 2007; Kautto etal., 2009).
Among these are the unfolded protein response (UPR) proteins,
such as chaperones, and proteasome-interacting proteins (PiPs),
including 14-3-3-like protein, thioredoxin and actin. The t-SNARE
protein SEC17 is also associated with the 20S proteasome (Kautto
etal., 2009)

It remains to be demonstrated whether the identified F. oxyspo-
rum proteins are indeed ubiquitinated and regulated by the pro-
teasome. However, our results are consistent with the hypothesis
that proteins detected as differentially expressed in our proteomic
approach are regulated by Fbp1 and thus susceptible as potential
targets of ubiquitination and proteasome degradation by the
SCF™P! system.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Fungal isolates and culture conditions

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici race 2 wild-type 4287 (FGSC 9935)
was used in all experiments. All fungal strains were stored as microconidial
suspensions at —80 °C with 30% glycerol. For the extraction of DNA,
microconidia production and fungal development, cultures were growth in
liquid PDB at 28 °C with shaking at 170 rpm (Di Pietro and Roncero, 1998).
For protein extraction, 5 x 10® freshly obtained microconidia from each
strain were inoculated into 50 mL of PDB. After 12 h of incubation at 28 °C
and 170 rpm, mycelia were harvested, washed three times in sterile water,
resuspended in 4 mL of sterile water and transferred onto two minimal
medium (MM) (Puhalla, 1985) agar plates. The plates were incubated for
8 h at 28 °C, and the mycelia were harvested, frozen in liquid nitrogen and
stored at —80 °C. For colony growth analysis, drops of water with 2 x 10
microconidia were spotted onto PDA plates (Difco, Detroit, MI, USA) or MM
agar containing the indicated carbon or nitrogen sources. The plates were
incubated for 4 days at 28 °C and scanned. All experiments included three
replicate plates and were performed three times with similar results.

MOLECULAR PLANT PATHOLOGY © 2013 BSPP AND JOHN WILEY & SONS LTD



Nucleic acid manipulations and targeted
gene knockout

Total RNA and genomic DNA were extracted from F. oxysporum mycelia
following previously reported protocols (Chomczynski and Sacchi, 1987;
Raeder and Broda, 1985). DNA was treated with appropriate restriction
enzymes and subject to Southern hybridization analysis following the
standard protocols (Di Pietro and Roncero, 1998) using the nonisotopic
digoxigenin labelling kit (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). Real-time
gRT-PCR analysis was performed as described previously (Lopez-Berges
et al., 2010) using iQ SYBR Green Supermix in an iCycler iQ real-time PCR
System (both from Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Gene-specific primers
(Table S4, see Supporting Information) were designed to flank an intron.
The relative levels of the RT-PCR products were determined using the AACt
method (Livak and Schmittgen, 2001). Ct values were normalized to the Ct
value of the actin gene.

An fbp1 mutant allele was generated by fusion PCR (Yang et al., 2004).
For targeted fbp1 gene knockout, protoplasts of F. oxysporum 4287 strain
were transformed and hygromycin-resistant transformants were analysed
(see Fig. S1).

Light and fluorescence microscopy

To examine hyphal morphology, fungal strains were grown for 36 h on
MM agarose (3%) plates and observed in a Leica DMR microscope (Heer-
brugg, St. Gallent, Switzerland) or a Zeiss binocular microscope (Oberko-
chen, Germany). Photographs were recorded with a Leica DC 300F digital
camera or an AxioCam ICc 1. The vital dye FM4-64 (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA; Invitrogen, Carlshad, CA, USA) was used as a marker of
the Spk in mature hyphae. The edge of the colony was cut and placed on
a slide, and MM liquid (20 pL) containing FM4-64 (4.5 um as working
solution concentration) was placed over it. The slice was covered with a
coverslip, and the samples were kept at room temperature in the dark for
15 min and then analysed.

Protein extraction, two-dimensional polyacrylamide
gel electrophoresis (2D PAGE) and gel analysis

Germlings from PDB cultures were obtained as described above, trans-
ferred onto MM agar plates and incubated at 28 °C for the indicated time
periods. Mycelia were harvested, frozen in liquid nitrogen, ground in a
mortar and resuspended in protein extraction buffer [10% glycerol, 50 mm
Tris-HCl, pH 7.5, 150 mm NaCl, 0.1% sodium dodecylsulphate (SDS), 1%
Triton, 5 mm ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1 mm phenylmethyl-
sulphonylfluoride (PMSF), Protease inhibitor cocktail P8215, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA]. The samples were kept on ice for 30 min and
the supernatant was harvested by centrifugation at 11 336 g for 10 min at
4 °C. Samples were washed using the methanol—chloroform method, as
described previously (Wessel and Flugge, 1984). The pellet was dried and
resuspended in 1 x CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulphonate) buffer (7 M urea, 2 m thiourea and 4% w/v CHAPS).
The protein concentration of the supernatant was determined with the
Bio-Rad Bradford reagent using bovine serum albumin (BSA) as a stand-
ard. 2D PAGE was performed by vertical electrophoresis. Total fungal
proteins (150 g per gel) were loaded onto immobilized pH gradient strips
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(immobilized, pH 5-8, linear gradient) by overnight active rehydration
with immobilized pH gredient (IPG) (17 cm, Bio-Rad). Isoelectric focusing
(IEF) was performed using the Protean IEF Cell System (Bio-Rad) at 1000 V
for 1'h, 4000V for 1 h, 30 min ramping to 8000 V and maintenance at
8000 V until 50 000 V h. The strips were then incubated with equilibration
buffer 1 [375 mm Tris-HCI, pH 8.8, 6 M urea, 2% SDS, 20% glycerol and 2%
dithiothreitol (DTT)] and buffer 2 (375 mm Tris-HCl, pH 8.8, 6 M urea, 2%
SDS, 20% glycerol, 2% DTT and 2.5% iodoacetamide) for 15 min each.
Second dimension SDS-PAGE was run on 11% polyacrylamide gels (26 cm
x 20 cm) using the Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, USA). Separation was carried out at 8 °C for 30 min at 30 V and
then at 60V until the dye front reached the bottom of the gel. After
electrophoresis, the gels were stained with Sypro Ruby (SYPRO® Ruby
Protein Stains, Bio-Rad) stain according to the manufacturer’s protocol.
Gel images were obtained by a Molecular Imager FX Pro Plus Multi-Imager
System (Bio-Rad) using a wavelength of 535 nm. Scans were acquired at
100 um resolution. The digitized images were analysed with PDQUEST soft-
ware (version 8.0.1, Bio-Rad).

In-gel digestion and protein identification

The protein spots were automatically excised from the gels using an
Investigator™ ProPic (Genomic Solutions, Huntingdon, Cambridgeshire,
UK) station. The digestion protocol of Schevchenko et al. (1996) was
employed, with minor variations, using a ProPrep Il (Genomic Solutions)
digestion station. Gel plugs were de-stained by incubation (twice for
30 min) with a solution containing 200 mM ammonium bicarbonate in
40% acetonitrile at 37 °C. They were then subjected to three consecutive
dehydration—rehydration cycles with pure acetonitrile and 25 mm ammo-
nium bicarbonate in 40% acetonitrile, respectively, and finally dried over
4h at room temperature. Then, 20 uL trypsin, at a concentration of
12.5 ng/ul in 25 mm ammonium bicarbonate, was added to the dry gel
pieces and the digestion was performed at 37 °C for 12 h. The digestion
was stopped and the peptides were extracted from the gel plugs by the
addition of 1 L of 10% (v/v) trifluoroacetic acid (TFA) and incubation for
15 min. The peptide fragments from digested proteins were desalted and
concentrated using uC-18 ZipTip columns (Millipore, Billerica, MA, USA)
and loaded directly onto the MALDI plate using a-cyanohydroxycinnamic
acid as a matrix.

MALDI-TOF mass spectrometry (MS) analyses were performed in a
MALDI-TOF/TOF mass spectrometer 4800 Proteomics Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The instrument was operated in reflector
mode, with an accelerating voltage of 20 kV and in the m/z range 800-
4000. Spectra were internally calibrated with peptides from trypsin autoly-
sis (M + H =842.509, M + H* = 2211.104). The most abundant peptide
jons were then subjected to fragmentation analysis (MS/MS), providing
information that can be used to determine the peptide sequence.

A combined PMF search (MS plus MS/MS) was performed using GPS
Explorer™ software v3.5 (Applied Biosystems) over the F. oxysporum
genome database (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/
fusarium_group/) employing the Mascot 2.0 search engine (Matrix Science
Ltd., London, UK; http://www.matrixscience.com). The following param-
eters were set for searching: taxonomy restriction to fungus, a minimum of
four peptide matches, a maximum of one missed cleavage with the
selected trypsin enzyme, an MS/MS fragment tolerance of 0.2 Da, a pre-
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cursor mass tolerance of 100 ppm, and cysteine carbamidomethylation
and methionine oxidation as possible modifications. The confidence in the
peptide mass fingerprinting matches was based on the score level and
confirmed by the accurate overlapping of the matched peptides with the
major peaks of the mass spectrum. Proteins with a statistically significant
value (P < 0.05) were positively assigned identification after considering
M, and p/ values. Hypothetical proteins with unknown function were
annotated by BLAST search in the National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI) database. Protein identifications are documented in
Table S2. The chromosome location of the genes encoding the identified
proteins was determined by searching in the F. oxysporum database. The
proteomic (two-dimensional electrophoresis and MALDI-TOF) analysis was
carried out in the Universidad de Cordoba-Servicios Centrales de Apoyo a
la Investigacion proteomics facility, a member of the Carlos Il Networked
Proteomics Platform, ProteoRed-ISCIII.

Bioinformatics prediction

The F. oxysporum Fbp1 protein was identified by a BLASTP search in the
Fusarium Comparative Database of the Broad Institute (http://www
.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/MultiHome.html)
with the F. graminearum Fbp1 protein sequence. The identification of
putative GRR1 orthologues from different fungi was carried out by a BLASTP
search in the NCBI database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). AlignX was
used to generate the sequence alignment shown in Fig. S1. The protein
domain predictions were made using the Prosite database (ExPASY; Swiss
Institute of Bioinformatics, Lausanne, Switzerland), SMART (http://
smart.embl-heidelberg.de/) and UniProtkB (http://www.uniprot.org/).

Accession numbers

The accession numbers are as follows: M59247 (Saccharomyces cerevisiae
Grr1); CAD21405 (Neurospora crassa Grr1); DQ309327 (Aspergillus nidu-
lans GrrA); XP722013 (Candida albicans Grr1); FOXG_04438 (Fusarium
oxysporum Fbp1); FGSG_02095 (Fusarium graminearum Fbp1); and
CNAG_05280.2 (Cryptoccocus neoformans Fbp1).
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SUPPORTING INFORMATION

Additional Supporting Information may be found in the online
version of this article at the publisher’s web-site:

Fig. S1 The fbp? gene product of Fusarium oxysporum represents
an F-box protein that is conserved in fungi. (A) Schematic illustra-
tion of the F. oxysporum Fbp1 protein. F-box, F-box domain; LLRs,
leucine-rich repeats; aa, amino acids. The positions of the amino
acid residues at the domain boundaries are indicated. (B, C) Amino
acid sequence alignment of the region spanning the F-box (B) and
LRR motifs (C) in Saccharomyces cerevisiae (ScGrr1), Candida

albicans (CaGrr1), Cryptococcus neoformans (CnFbp1), Aspergillus
nidulans (AnGrrA), Neurospora crassa (NcGrr1), Fusarium
graminearum (FgFbp1) and Fusarium oxysporum (FoFbp1). Posi-
tions in the primary structure of the respective proteins are indi-
cated on the left. Highly conserved residues are shaded in black,
moderately conserved residues are shaded in dark grey and
slightly conserved residues are shaded in light grey.

Fig. S2 Targeted replacement of the Fusarium oxysporum fbp1
gene. (A) Physical maps of the fbp7 locus and the targeted gene
disruption construct obtained by fusion polymerase chain reaction
(PCR). The relative positions of the BamHI restriction enzyme and
the primers used for PCR are indicated. hyg’, hygromycin resist-
ance gene; PgpdA, gpdA promoter; TtrpC, trpC terminator (both
from Aspergillus nidulans). (B) PCR amplification of genomic DNA
of four independent transformants, using primers fbp1-3 and hph2
(Table S4). (C) Southern blot analysis. Genomic DNA of the wild-
type strain and four transformants was treated with the indicated
restriction enzyme, separated on a 0.7% agarose gel, transferred
to a nylon membrane and hybridized with the DNA probe indi-
cated in (A). (D) PCR amplification of genomic DNA of the wild-
type strain, Afbp7 mutant and three independent complemented
transformants, using primers fbp1-1 and fbp1-2 (Table S4).
Table S1 Data obtained for the identification of 80 spots with P
< 0.05 in Student's t-test.

Table S2 Differentially expressed proteins in the Afbp! mutant
and the wild-type strain identified by matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight/time-of-flight mass spectrom-
etry (MALDI-TOF/TOF MS).

Table S3 Proteins identified in this work which have been ana-
lysed previously for ubiquitination.

Table S4 Primers used in this study.
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