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Botrytis cinerea es un hongo fitopatégeno causante de la podredumbre gris y considerado como
uno de los principales microorganismos responsables del deterioro de frutas y hortalizas durante su
cultivo y en postcosecha y, por tanto, responsable de grandes pérdidas econémicas. Es un patégeno
generalista que puede atacar especies de la mayoria de las familias de dicotiledéneas. B. cinerea es
un hongo necrotrofo que requiere la muerte de las células vegetales para poder alimentarse y desa-
rrollar la infeccién. Sin embargo, los mecanismos que participan en estos procesos atin no han sido
esclarecidos en su totalidad.

Con el objeto de contribuir a la caracterizacién de los mecanismos de patogenicidad de
B. cinerea, se procedié a llevar a cabo un anilisis de expresién génica diferencial durante la inte-
raccién B. cinerea — tomate (Benito er al. 1996) para tratar de identificar genes cuya expresién se
inducia, 0 aumentaba significativamente, durante la interaccién del patédgeno con su huésped. Esta
aproximacién se basa en la consideracién de que la induccién de la expresién de un gen en unas
condiciones dadas o en un proceso particular nos permite presuponer que dicho gen y su producto
génico juegan un papel importante en el proceso analizado o son necesarios para la adaptacién del
organismo a las condiciones concretas estudiadas. Fruto de la aproximacién experimental aplicada
se aislaron varios fragmentos de cDNA derivados de genes cuya expresién se inducia, o aumentaba
significativamente, in planta, lo que hace suponer que los genes correspondientes estdn implica-
dos en el proceso de infeccién. Esta tesis aborda la caracterizaciéon de dos de estos fragmentos de
cDNA.

El fragmento de cDNA ddB47 hibrida con dos RNA mensajeros de distinto tamafno que de-
rivan de la transcripcién de dos genes distintos que muestran similitud en su secuencia en parte de la
regién codificante. El primer gen, Bde47A, mds tarde renombrado Bemimpl, codifica el RNA men-
sajero de mayor tamafo de los dos RNA detectados mediante hibridacién con el fragmento ddB47.
La expresion de Bemimpl estd regulada tanto durante el crecimiento saprofitico como durante la
interaccién con el huésped. Durante el crecimiento saprofitico la expresién es mayor durante la fase
de germinacién de las esporas y de emisién de los tubos germinativos, decayendo posteriormente,
durante la produccién de extensién y ramificacién de micelio maduro. /n planta, Bemimpl muestra
un patrén de expresién transitoria, alcanzando su expresién niveles méximos durante las fases de
penetracién, de expansién de las lesiones dispersivas y de colonizacién y maceracién del tejido in-
fectado. El andlisis de la secuencia de la proteina deducida indica que BCMIMP1 es una proteina de
membrana, localizada en la membrana interna mitocondrial, con una funcién estructural. Median-

te experimentos de colocalizacién llevados a cabo con una proteina fusiéon BCMIMP1-GFP se ha

Xvil
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podido comprobar que, efectivamente, se trate de una proteina mitocondrial. El fenotipo molecular
de los transformantes que expresan la proteina fusién sugiere que el extremo carboxilo es esencial
para la funcién de la misma.

Se han obtenido mutantes ABcmimpl mediante reemplazamiento génico. Estos mutantes
no muestran diferencias fenotipicas durante el crecimiento saprofitico de B. cinerea. Sin embargo,
si muestran un aumento de su agresividad sobre tomate en relacién con la cepa tipo silvestre. Te-
niendo en cuenta estas observaciones es posible argumentar que la proteina BCMIMP1 es necesaria
para un correcto comportamiento y funcionamiento del metabolismo mitocondrial probablemen-
te como consecuencia del papel estructural que desempefia y que su eliminacién conduce a una
desorganizacién de la membrana mitocondrial que, sorprendentemente no determina alteraciones
fenotipicas durante el crecimiento saprofitico pero si durante la interaccién con el huésped.

Se ha intentado clonar el gen Bde47B, codificador del mensajero de menor tamafio de
los dos RNA mensajeros detectados mediante hibridacién con el fragmento ddB47, pero las dos
aproximaciones experimentales aplicadas han resultado infructuosas.

El gen Betcl es el gen cuya transcripcion origina el RNA mensajero a partir del cual deriva
el fragmento de cDNA ddB2. Su expresién sélo se detecta durante la interaccién del patégeno con
su planta huésped, concretamente durante la fase colonizacién y maceracién del tejido infectado.
El estudio de la secuencia deducida de la proteina BCTC1 permitié identificarla como una ciclina
relacionada con transcripcién. A pesar de los numerosos intentos llevados a cabo y del elevado nu-
mero de transformantes obtenidos con una construccién disenada para el reemplazamiento génico
y analizados, no ha resultado posible obtener mutantes ABctcl, lo que nos permite concluir que la
mutacion es letal y que, por lo tanto, que el gen es esencial.

Tomadas en conjunto, las observaciones derivadas del andlisis de expresion y del andlisis
funcional de los genes Bemimpl y Betel llevados a cabo sugieren que la adaptacién del patdgeno a
una situacién de interaccién con el huésped determina la modulacién por una parte, de la actividad
mitocondrial en las distintas fases del proceso de infeccién vy, por otra, de la transcripcién de una

proteina tipo ciclina probablemente implicada en el control de la transcripcion de otros genes.

XVI






1. Hongos fitopatogenos

Los hongos son organismos eucariotas relacionados con los metazoos y su reino engloba alrededor
de un millén y medio de especies, tan diversas como levaduras unicelulares, patégenos de plantas y
animales, o simbiontes de la raiz vegetal. La mayoria de los hongos son organismos multicelulares
filamentosos, aunque también podemos encontrar levaduras unicelulares.

Para satisfacer sus necesidades de nutrientes orgdnicos, la mayoria de las especies de hongos
tienen un estilo de vida saprofitico. Sin embargo, una minoria ha adquirido la capacidad de desa-
rrollarse sobre plantas vivas, y a menudo causan enfermedades al hospedador. Desde un punto de
vista funcional, los hongos patégenos de plantas o fitopatdgenos constituyen un grupo relevante,
que engloba tanto hongos inferiores como hongos superiores. Estos hongos fitopatdgenos son el
resultado de la evolucién de mecanismos que permitieron la transicién de hongos sapréfitos, que
se nutren de materia orgdnica muerta, a hongos patégenos que adaptaron su desarrollo al ciclo de

vida de sus hospedadores.

1.1. Tipos de hongos fitopatogenos

Los hongos patégenos de plantas han sido tradicionalmente clasificados atendiendo a su estilo de
vida en dos tipos: biotrofos y necrotrofos.

Los patégenos biotrofos (Puccina graminis, Passalora fulva, Ustilago maydis) presentan una
dependencia total con el hospedador para completar su ciclo de vida, obteniendo nutrientes a
partir de las células vivas mediante el desarrollo de estructuras de infeccién especializadas (Marshall
y Grana, 2006) como el apresorio (Magnaporte grisea, Colletotrichum spp.), el haustorio (Erysiphe
graminis) y el rizoide (Rhizopus spp.). Este tipo de patégenos normalmente presentan unas interac-
ciones bioldgicas sofisticadas con su hospedador vegetal, resultantes de una co-evolucién (de Meaux
y Mitchell-Olds, 2003).

Por otro lado, los patégenos necrotrofos (Botrytis cinerea, Phytopthora infectans, Cochliobo-
lus heterostrophus) se consideraron, equivocadamente, como unos invasores con mecanismos poco
sofisticados, sin estructuras de infeccidn especializadas y que carecian de una interaccién “real” con
su hospedador (Lewis, 1973). Actualmente, se ha demostrado que poseen mecanismos sutiles para
subyugar a la planta huésped de la que se van a alimentar, matando a las células huésped mediante
el uso de moléculas téxicas y enzimas liticas para, a continuacién, descomponer los tejidos vegetales,

consumirlos y aprovecharlos para aumentar su biomasa y poder crecer.
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Un tercer tipo, acufado recientemente, son los hongos hemibiotrofos. Estos hongos hemi-

biotrofos son patégenos que presentan una fase de biotrofo, durante la cual penetran dentro de

la planta y se establecen dentro del tejido del hospedador, para después pasar a una forma de vida

necrotrofa (Mendgen y Hahn, 2002; Perfect y Green, 2001), como en el caso de Fusarium oxyspo-

rum, M. grisea (T.T. Hebert) Colletotrichum spp o P infectans.

Otras clasificaciones consideran otras caracteristicas bioldgicas, como que los patégenos

requieran de manera obligatoria o facultativa un hospedador para su desarrollo. En este caso pode-

mos hablar de pardsitos obligados (aquellos que requieren de manera obligada un hospedador y

adoptan una forma de resistencia), saprofitos oportunistas o facultativos (cuando pueden vivir

de forma saprofitica hasta que encuentran un hospedador) o pardsitos oportunistas o facultativos

(cuando aprovechan los recursos nutricionales de plantas debilitadas).

Los patgenos pueden penetrar en la planta por la zona aérea o a través de las raices de la

planta, denomindndose aéreos o air-borne (B. cinerea, Colletotrichum spp.) o de suelo (Sclerotinia

sclerotiorum, Fusarium spp., Verticillium spp.). Dependiendo de la zona de la planta en la que desa-

rrollen su ciclo vital tenemos patégenos radiculares, vasculares, foliares, de frutos o de flores.

Dependiendo de si presentan especificidad alta o baja con el hospedador tenemos patdge-

nos monéfagos, que presentan alta especificidad por un tipo concreto de hospedador (Alternaria

alternata, F oxysporum), y polifagos, que tienen baja especificidad y por tanto un amplio rango de

hospedadores (Botrytis cinerea, Rhizoctonia spp., Pythium spp.).

B. cinerea se considera como:

Botrytis cinerea

e Necrotrofo facultativo

e Aéreo

 Sistémico (ataca a toda la planta)
e Ubicuo



2. Interaccion planta-patogeno

Las plantas estdn bajo un constante ataque por los patégenos, y para impedirlo han desarrollado
amplios mecanismos de defensa especificos contra los patégenos y éstos, por su parte, han evolucio-
nado para superar las defensas del hospedador.

Alo largo del tiempo se ha intentado luchar contra este tipo de patégenos empleando distin-
tos métodos, como la utilizacién de compuestos quimicos, con las desventajas para el ambiente y
la salud publica que ello supone, métodos de control biolégico (por competencia, produccién de
antibidticos, micoparasitismo y depredacién) y, sobre todo, la mejora genética de la planta con
el desarrollo de cultivares de resistencia, que ha sido el método mds ventajoso a largo plazo. Para
combatir a los patégenos es necesario conocer los mecanismos que obran en la interaccién planta-
patdgeno.

La interaccién puede ser compatible (virulenta) cuando las condiciones son favorables para
el patégeno, de forma que éste puede quebrar los mecanismos de defensa de la planta resultando
un éxito en el proceso de infeccidn, o por el contrario, incompatible (avirulenta) cuando la infec-
cién no progresa y los mecanismos de defensa de la planta impiden la entrada o el establecimiento
del patégeno. Esta resistencia a un patdgeno especifico, que puede ser heredable bajo un modelo
mendeliano de dominancia, ha dado lugar al modelo “gen a gen” (Flor, 1956).

En otros casos la resistencia obedece a un patrén multigénico. Asi, para patégenos cuya viru-
lencia radica en la produccién de toxinas, la compatibilidad o incompatibilidad depende no solo del
reconocimiento del factor de virulencia, sino de la produccién de la toxina determinada por un gen
dominante (Tox) del patdgeno y la existencia de genes dominantes que determinan la produccién
de sistemas enzimdticos de desintoxicacién en la planta (Dangl y Jones, 2001).

En este grupo encontramos a los hongos necrotrofos, capaces de matar a las células huésped
por medio de moléculas y enzimas liticas para, a continuacién, descomponer el tejido de la planta
atacada y consumirla para su propio crecimiento. En el caso de que las moléculas t6xicas sean activas
para una o un niimero pequefio de especies vegetales, el patégeno tiene un rango de hospedador
limitado y el metabolito se denomina toxina selectiva de huésped (Host-Selective Toxin) (Wolpert
et al., 2002), como en el caso de Cochliobolusy Alternaria spp. Por el contrario, si el hongo necrotro-
fo produce una amplia bateria de toxinas y enzimas, hablamos de patégenos con un amplio rango
de hospedador, como es el caso del orden Moniliales, que incluye a S. sclerotiorum (conocido como

podedumbre blanca) y a B. cinerea (conocido como podedumbre gris).
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2.1. Respuesta de la planta

En las plantas que actdan de hospedador se han descrito mecanismos de defensa tanto preexistentes
como inducibles por el ataque del patégeno. Cuando el patdgeno se dispone a penetrar en la planta,
la primera defensa que se encuentra por parte de ésta es la pared celular. Una vez que son atacadas,
las plantas inducen una serie de respuestas para activar rdpidamente sus defensas en el sitio donde
se produjo la infeccién y crear en la zona un ambiente hostil para el desarrollo del patégeno. Esta
respuesta de la planta implica la activacién de numerosos mecanismos: genes de defensa, canales
iénicos, modificacién de proteinas o activacién enzimdtica que modifique los metabolismos prima-
rio y secundario, ademds de generar senales secundarias para coordinar la respuesta.

Primero, la planta forma estructuras de resistencia en la pared celular para bloquear fisica-
mente el avance del hongo, como papilas de callosa y lignina, o sintetiza glicoproteinas de pared
ricas en hidroxiprolina y proteinas inhibidoras de poligalacturonasas, para impedir la rotura de
pectinas. Asimismo, la planta dispone de un amplio arsenal de compuestos antimicrobianos de
amplio espectro, como las fitoalexinas, cuya produccién se ha demostrado ligada a la infeccién
(Thomma ez al., 1999; Yang ez al., 2004), o compuestos fendlicos, azufrados, glicésidos fendlicos,

lactonas insaturadas, dienos y un largo etcétera (Prusky y Keen, 1993).
2.2.a. Respuesta de Hipersensibilidad

La activacién de estos mecanismos de forma rdpida conduce en pocas horas a la muerte de las
células y tejidos atacados. Este proceso de muerte celular programada se conoce como Respuesta de
Hipersensibilidad (RH) (Wei ez al., 1992). Existen dos posibles mecanismos para activar la RH: por
activacion del programa de muerte celular una vez detectado el patdgeno o por necrosis producida
bien por sustancias téxicas del patégeno o bien por la liberacién de toxinas por la propia planta. La
RH no es un mecanismo que ocurra en todas las reacciones de defensa, pues existen genes R que no
confieren resistencia mediada por RH.

Ademds de la muerte por RH, la planta presenta otro tipo de mecanismos defensivos, como
reforzar las paredes celulares con depésitos de calosa en la zona préxima al ataque de los patdgenos
(Kudlicka y Brown Jr, 1997). Se ha descrito que mutantes de plantas inmunodeficientes no forman
depésitos de calosa, por lo que se deduce su relacién con la defensa de las plantas (Donofrio y
Delaney, 2001). Si la pared celular se dana por la lucha planta-patégeno y el patégeno entra dentro
de la planta, ésta dispone de un arsenal de compuestos antimicrobianos de amplio espectro para
combatir a los atacantes como las fitoalexinas, estando su produccidn ligada a la infeccién (Thomma
et al., 1999; Yang ez al., 2004).

Por otro lado, el desarrollo de las plantas y su respuesta al ambiente estd fuertemente regula-

do por hormonas. Esta caracteristica no ha sido pasada por alto por los hongos patégenos y existen



patégenos que son capaces de producir hormonas de la planta para crear un ambiente apropiado
para el desarrollo del patégeno (Tudzynski, 2005), como la biosintesis de giberelina por Fusarium
spp- o la produccién de etileno, aunque no estd claro si el etileno producido iz planta por el paté-
geno resulta beneficioso para su desarrollo o actiia como un factor de virulencia interfiriendo con el
etileno producido por la planta, que es necesario para la defensa (Guo y Ecker, 2004).

Otros tipos de respuestas son: la produccién de especies reactivas de oxigeno (Reactive
Oxygen Species), un grupo de moléculas especialmente oxidativas que incluye el radical hidroxilo,
el radical superéxido y el perdxido de hidrégeno, que se detectan en pocos minutos en la mayoria
de reacciones incompatibles; la produccién de 6xido nitrico (NO), que inhibe catalasas y ascorbato
peroxidasas, potenciando el aumento de ROS e induciendo la muerte celular por dafo oxidativo.
También se producen senales secundarias, como son el dcido benzoico, jasmonato, alicilato o etile-

no, implicadas en la activacién de genes de resistencia local y sistémica.
2.2.b. Resistencia Sistémica Adquirida

Paralelamente a la RH, las plantas pueden tener un sistema de Resistencia Sistémica Adquirida
(SAR, systemic adquired resintence) (Hutcheson, 1998), que avisa de la presencia del estrés en otras
zonas de la planta que no han sufrido el ataque del patégeno. Se induce respuesta de defensa local en
pocos minutos que puede transmitirse a tejidos vecinos e incluso a otras plantas. El tipo de respuesta
estd determinada por el tipo de patégeno. Muchos hongos, al igual que virus y bacterias, activan la
SAR a través del salicilato y del metil-salicilato, lo que reducird la capacidad de infeccién de estos

patégenos €n ataques pOStCl‘iOI‘CS.
2.3. El proceso de la infeccion

El proceso de la infeccién del patdgeno puede considerarse dividido en fases: germinacién, prolife-
racién y esporulacién (Solomon ez al., 2003). Esta divisién puede utilizarse para seguir los cambios

nutricionales del patégeno en el contexto de la infeccién (Divon y Fluhr, 2007).
2.3.a. Germinacion de la espora y fase de penetracion

La penetracién del patdgeno en su hospedador se facilita por la presién local ejercida durante el desa-
rrollo del apresorio, la digestiéon enzimadtica de las barreras de la planta o mediante la disponibilidad
de estomas abiertos o heridas en la superficie de la planta. Se asume que durante la germinacién de
la espora y la fase de penetracién, los hongos fitopatégenos estin en un estado de ayuno y depen-
den de sus reservas internas para obtener nutrientes. Los principales componentes de estas reservas

incluyen glicégeno, trehalosa, polialcoholes y lipidos (Thevelein, 1984; Thines ez al., 2000; Voegele



Analisis y caracterizacion de genes de B. cinerea inducidos in plania

David Benito Pescador

al., 2006; Jakupovic ez al., 2006).

2.3.b. Fase de crecimiento

et al., 2005). Recientemente se ha estudiado la movilizacién de
los 4cidos grasos durante el proceso de penetracién en varios

sistemas planta-patégeno (Divon y Fluhr, 2007; Giildener ez

Una vez dentro del hospedador, con las reservas energéticas

agotadas, el patégeno necesita recuperarse rdpidamente, movi-

Esporas ~ de . cmerea 3 |izando los mecanismos que le proporcionen nutrientes de la

germinando

planta. Los procedimientos seguidos por el hongo dependen de

su necesidad de mantener con vida las células del hospedador.

Para los biotrofos obligados, esta fase se inicia con la formacién de los haustorios (Voegele,

20006). Los hemibiotrofos que carecen de estructuras especializadas, han desarrollado mecanismos

que les permiten el acceso al metabolismo del hospedador. La induccién de invertasas extracelu-

lares de la planta como respuesta a diferentes estimulos bidticos o abiéticos, sirven de entrada de

nutrientes a la planta que le proporcionardn energfa para defenderse de los patégenos (Biemelt y

Sonnewald, 2006). Sin embargo, algunos patdgenos aprovechan esta respuesta fisiolégica de la

planta para la toma de carbohidratos para su propio uso (Fotopoulos ez al., 2003). Al igual que

ocurre con la toma de carbohidratos de la planta durante la infeccién, la adquisicién de nitrégeno

por parte del patégeno en ocasiones es debida a la produccién de la planta de diferentes compuestos

para defenderse del patgeno.

En cambio, poco después de la penetracién, los patégenos necrotrofos, ayudados por la

produccién de toxinas, enzimas hidroliticas, etc., causan lisis celular y muerte de las células hospe-

dadoras. Este proceso incrementard la cantidad de nutrientes necesarios para el crecimiento del

patdgeno y por tanto la conversion de tejido muerto del hospedador en biomasa del hongo, aunque

haya ciertos compuestos que el hongo debe sintetizar (Giildener ez al., 2006; Seong ez al., 2005).

2.2.c. Esporulacion

La esporulacién marca el final del ciclo de vida del patégeno. En hongos biotrofos verdaderos, el

ciclo de vida se completa manteniéndose el estado biotréfico, mientras que los hemibiotrofos y

necrotrofos completan su ciclo de vida en un estado necrotréfico. Estudios i vitro han mostrado

que la esporulacién puede desencadenarse por la carestia de las fuentes de carbono y nitrégeno

(Grifhin, 1996).



3. Botrytis cinerea

Desde la antigiiedad, el moho o podredumbre gris es una enfermedad bien conocida por el hombre,
ya descrita por Plinio el viejo en el siglo primero de nuestra era. Pero, hasta el siglo XVI no tendre-
mos una descripcién del agente causante de la enfermedad: el género Bozrytis.

Este género, junto a otros de la familia Sclerotiniaceae, estd entre los géneros mds antiguos
de patégenos de plantas y fue descrito por primera vez en 1729 por Michaeli y relacionado con
la podredumbre gris por Smith, en 1900 (Smith, 1900). Mis tarde (bajo el sistema binomial de
Linneo) Persoon describié 5 especies, entre las cuales incluyd una de las especies descritas por
Michaeli, B. cinerea. La relacién con su teleomorfo Botrytiona spp. fue establecida a mediados del
siglo XX (Groves y Loveland, 1953) y el género Bozrytis fue redefinido por Hennebert (Hennebert
1973), comprendiendo hoy en dia 22 especies.

La mayoria de las especies de Botrytis tienen un estrecho margen de hospedadores, como,
por ejemplo, B. aclada cuyo hospedador es Alliun spp. o B. fabae que tiene como hospedadores a
las leguminosas. B. cinerea, por su parte, es un hongo patégeno capaz de infectar al menos a 235
especies vegetales distintas (Jarvis, 1977), tanto en regiones templadas como en regiones subtropica-
les de todo el mundo. Especies
agricolas  importantes, tales
como vid, tomate, fresa, pe-
pino, ademds de plantas orna-
mentales y productos agricolas
almacenados y transportados
son atacadas por este patdgeno,
haciendo de B. cinerea un pa-
tégeno ubicuo con un amplio
rango de hospedadores cau-
sante de importantes pérdidas
econdmicas antes y después de
la recoleccién. B. cinerea puede
atacar en cualquier estadio de
desarrollo del cultivo, asi como
infectar cualquier érgano de la
planta, incluyendo flores, fru-

tos, hojas, brotes y tubérculos.
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Aunque es especialmente destructivo en tejidos maduros o senescentes de dicotileddneas, también
puede permanecer quiescente en estadios tempranos del crecimiento y atacar después de la cosecha
de cultivos aparentemente “sanos”. Por tanto estamos hablando de un gran problema en agricultura
y horticultura debido a la importante reduccién de la cosecha y de las pérdidas econédmicas que eso
conlleva.

En vifiedos es donde causa mayores pérdidas econémicas, debido al alto valor anadido de
este tipo de cultivo, y donde se tiene un mayor conocimiento por parte del publico. Considerada
como una enfermedad secundaria de la vid (Vitis vinifera) hasta las grandes epidemias de filoxera y
la reconstruccién de los vifiedos por injerto, hoy en dia es uno de los grandes problemas del viticul-
tor debido a su grave incidencia sobre la calidad de los vinos.

A pesar de esto, B. cinerea, bajo ciertas condiciones climdticas en otofo, parasita la uva de
tal forma que la piel permanece intacta mientras el interior se deshidrata, aumentando de este modo
la concentracién de aziicares sin que se incremente la acidez. Las uvas afectadas por esta infeccién
son utilizadas para la produccién de ciertos vinos dulces de una gran calidad, dando origen a los
prestigiosos vinos de la regién hiingara de Tokay y Aszu, los franceses de Sauternes y los alemanes

de Auslese, Beerenauslese y Trockenbeerenauslese (Jarvis, 1977).
3.1. Sistematica y descripcion

El andlisis filogénico de 22 especies del género Botrytis revel6 que B. cinerea forma un pequeno clado
junto a otras 3 especies, todas ellas patdgenos especializados de dicotiledéneas (Staats ez a/., 2005).
La mayoria de las cepas de B. cinerea son heterotélicas y contienen uno de los dos alelos del locus
MATT1 (Faretra ez al., 1988), aunque se tiene conocimiento de aislados de campo con fenotipo do-
ble para este alelo (Faretra y Pollastro, 1996; van der VlugtBergmans ez al., 1993).

B. cinerea es la forma imperfecta o asexual del hongo Boryotinia fuckeliana (de Bary)
Whetzel, perteneciente a la divisién Ascomycota, orden Leotiales, tamilia Sclerotiniaceae. Aunque
normalmente se designe a los hongos por el estado sexual o teleomorfo, en este caso, el estado ana-
morfo, B. cinerea (XIth International Botrytis Symposium, 1996, Wageningen, The Netherlands) es

el aceptado, siendo reconocido en todo el mundo por numerosos micélogos y fitopatélogos.

La forma teleomorfa del hongo, B. fuckeliana, fue descrita por de Bary en 1886 como un
apotecio pediceliar de color marrén que nace sobre un esclerocio. La parte fértil estd formada por
ascas entremezcladas con hifas de longitud similar e incolora. Las ascas son cilindricas, planas en la
parte superior y contienen 8 ascosporas elipticas, incoloras y de dimensiones sobre 6-9 por 5-6 pm.

La forma sexual es poco comin en la naturaleza.
La forma anamorfa, B. cinerea, pertenece a la clase Deuteromycota, orden Moniliales y a la

familia Moniliaceae. Como ascomicete tipico que es, presenta un micelio tabicado, incoloro cuando



se desarrolla en el interior de la planta huésped y de color marrén oliva formando masas algodo-
nosas de hifas de 11-23 pm de didmetro, ramificadas y entrelazadas cuando crece sobre el tejido
vegetal o se cultiva sobre medios sintéticos. Este micelio genera hifas aéreas en cuyos extremos se
diferencian los conidi6foros. Estos conidiéforos, de 1-3 mm de largo, se ramifican profusamente
para terminar en una célula apical alargada donde se producen los conidios, dando el aspecto de
racimo engrosado y arborescente cargado de macroconidios. Los conidios o macroconidios (10-12
x 8-10 pm) son ovoides o globulosos, lisos, unicelulares y ligeramente grisdceos, pudiendo conte-
ner normalmente entre 5-10 nicleos. La formacién de conidios estd estimulada por longitudes de
onda especificas (Epton y Richmond, 1980), por lo que se usa luz UV cercano para la induccién
de la esporulacién 7z vitro. También se pueden producir microconidios unicelulares de 2 a 3 pm de
didmetro a partir de micelio viejo.

Cuando las condiciones climdticas se vuelven desfavorables en el otofio y al principio del
invierno, el micelio produce esclerocios (2-4 x1-3 mm) negros, discoidales y fuertemente sujetos al
sustrato. Estas estructuras de resistencia representan un importante mecanismo de supervivencia y
suelen ser de color blancuzco al principio, oscureciéndose posteriormente. Estdn formados por una
médula de filamentos agregados de micelio y de una cobertura de células corticales melanizadas, que

protege al micelio del interior de la desecacién, de la radiacién UV y del ataque de microorganismos
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durante largos periodos de tiempo (Backhouse y Willetts, 1984). Normalmente, estos esclerocios se
hacen confluyentes dando la impresién de poseer mayor tamano.

En cultivo 77 vitro, el micelio se desarrolla muy rdpidamente, con un color blanco que cam-
bia posteriormente a un marrén oliva. A temperaturas inferiores a 15 °C el micelio produce nume-
rosos esclerocios. A temperaturas superiores a 15 °C, el micelio esporula profusamente produciendo

conidios de color gris.
3.2. Ciclo de vida

En invierno, el hongo se conserva en forma de esclerocio en tejidos senescentes del hospedador
o bien como micelio sobre restos de tejido vegetal o semillas. Cuando las condiciones climdticas
empiezan a ser favorables en primavera, el hongo empieza a crecer para producir conidiéforos y
conidios multinucleados, que serdn diseminados tanto por el viento, y no tanto por la lluvia (Jarvis,
1962b), como por insectos (Holz ez al., 2004). Estos macroconidios van a germinar en la superficie
del tejido huésped o sobre un sustrato adecuado, inicidndose la infeccién y propagacién de la en-
fermedad. De esta manera se origina nuevo micelio con capacidad de esporular, completindose el
ciclo de vida asexual, como se puede observar en la Figura 3.4.

El hongo también puede producir microconidios que espermatizan esclerocios de cepas de
diferente sexo. La “fecundacién” de estos esclerocios desencadena el ciclo sexual, produciéndose
apotecios con ascas que contienen 8 ascosporas binucleadas derivadas de una meiosis. Estas as-
cosporas son proyectadas al exterior por un poro apical que se forma en la madurez por la presién
osmética de las vacuolas del citoplasma. Las ascosporas germinan originando un micelio que puede
infectar a la planta huésped e iniciar un nuevo ciclo sexual o asexual. A pesar de esto, hay escasas
notificaciones sobre la formacién o recoleccién de apotecios en el campo y son raros o ausentes en
la mayoria de los cultivos atacados por B. cinerea, aunque son mds comunes en otras especies del
género.

Como podemos intuir, los conidios constituyen la forma de propagacién mds importante
del patégeno durante el periodo vegetativo de la planta huésped, mientras que los esclerocios y el
propio micelio son los responsables de la supervivencia y su reproduccién de un afo al otro. Los
conidios generados en los focos primarios de la infeccién siguen unos ciclos muy bien definidos
de generacién, produccién y diseminacién, regulados por las fluctuaciones en la temperatura y la

humedad que se dan a primeras horas de la manana (Jarvis, 1962c).
3.3. Variabilidad genética

B. cinerea ha sido descrito como un hongo con una gran plasticidad debido a su variabilidad en

aspectos tales como en el crecimiento (Grindle, 1979), capacidad de supervivencia en diversos



ambientes, la rdpida adquisicién de resistencia a fungicidas quimicos (Katan ez /., 1989; Raposo
et al., 1996), su patogenicidad (Lorenz, 1983) y la manera de obtener nutrientes de las células del
hospedador. Esta variabilidad fenotipica supone la existencia de una variabilidad genética, cuyos
mecanismos ain no se entienden en su totalidad. B. cinerea presenta heterocariosis, una ploidia
compleja, una gran variedad de elementos génicos extracromosémicos, compatibilidad somdtica,
ciclo sexual y una gran variabilidad genética entre poblaciones, que le confieren una estructura ge-
nética muy rica y compleja.

La formacién por anastomosis de heterocariontes con distintos nucleos del mismo micelio
(Hansen y Smith, 1932) puede ser la respuesta a la alta diversidad que se observa en la descendencia
asexual de determinados aislados. A pesar de la escasez y poca predominancia de apotecios del te-
leomorfo B. fuckeliana (Lorbeer, 1980), no hay que subestimar la importancia de la recombinacién
meidtica y segregacién de genes que se da durante el ciclo sexual de este hongo, que puede jugar
un papel mds importante en la adquisicién de variabilidad que la heterocariosis (Beever y Weeds,
2004).

También tenemos elementos génicos extracromosémicos como los cromosomas de la mito-
condria, virus, pldsmidos y transposones (Rosewich y Kistler, 2000). El DNA mitocondrial ofrece
una fuente de variacién genética distinta de la nuclear (Typas ez al., 1998). En las mitocondrias

de este hongo encontramos tanto un genoma circular de unas 25,8 kb (Vallejo ez 4/., 1996) como

Cuando las condiciones ambientales son hiame-
das los conidios infectan las partes de la planta
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pldsmidos lineales de 2-3 kb (Hiratsuka ez a/., 1987). Se ha podido comprobar la transferencia de
genes por transferencia directa horizontal (Rosewich y Kistler, 2000). Ademds, se han observado
en varias cepas de B. cinerea dos transposones, Boty de 6 kb y Flipper de 1,8 kb, que pueden encon-
trarse por separado o juntos (Beever y Weeds, 2004). La presencia de micovirus en el genoma de

B. cinerea se ha documentado, aunque no hay evidencias de que tengan un efecto sobre el fenotipo

(Howitt et al., 1995).

La variabilidad genética de las poblaciones de B. cinerea se ha estudiado usando una gran
variedad de técnicas moleculares. El estudio de RFLP mostré una elevadisima diversidad genética
en esta especie: incluso aislados procedentes de la misma planta mostraban diferentes haplotipos y
hasta cinco haplotipos diferentes fueron purificados a partir de un tnico fruto infectado (Giraud
et al., 1997). El uso de marcadores de tipo RAPD desmostré la gran variabilidad genética y la
segregaciéon no mendeliana de los marcadores RAPD usados, ademds de no estar ligados (van der
VlugtBergmans ez al., 1993). Otros estudios con RAPD han reforzado la hipétesis que sugiere que
la propagacién clonal en las poblaciones de B. cinerea es minima y que la recombinacién juega un
papel importante, debido a la imposibilidad de establecer relacién entre los aislados analizados en
cuanto a niveles de patogenicidad, origen o afo de aislamiento (Kerssies ez a/., 1997) o la presen-
cia de diferentes haplotipos en aislados procedentes de la misma planta e incluso del mismo fruto
(Giraud ez al., 1999; Giraud ez al., 1997). Estudios sobre la variabilidad detectada en genes que co-

difican proteinas mostraron la existencia de un elevado grado de polimorfismo, aunque la influencia

de esta variabilidad en patogenicidad sea limitada (Rowe y Kliebenstein, 2007).

Otros estudios indican que entre las poblaciones de aislados recogidos en invernaderos existe

un muy alto grado de diversidad genética, aunque la diferencia entre las subpoblaciones sea muy

reducida (Alfonso ez al., 2000; Moyano ez al., 2003b).

El estudio de la distribucién de dos transponsones distintos, Bozy y Flipper, en aislados sil-
vestres de B. cinerea, sugiere que en la naturaleza estdn coexistiendo dos especies de B. cinerea muy
préximas entre si, pero genéticamente diferentes (Diolez ez al., 1995; Levis ez al., 1997). Teniendo
en cuenta, ademds, los resultados derivados de anilisis filogenéticos llevados a cabo sobre varios ge-
nes analizados conjuntamente, Fournier y colaboradores postularon que B. cinerea es un complejo

de especies que comprende dos especies distintas (Fournier ez a/., 2005). Esta hipétesis, no obstante,

no ha sido todavia completamente aceptada por la comunidad de Bo#rytis.

3.4. Epidemiologia y ciclo de la enfermedad

B. cinerea demuestra tener una gran adaptabilidad frente a las condiciones ambientales para germi-
nar y obtener nutrientes de la planta huésped. El ciclo de infeccién general de B. cinerea sobre un

huésped comienza cuando los conidios, transportados a grandes distancias por corrientes de aire o

transportadas por insectos, entran en contacto con la superficie del huésped.



Si las condiciones ambientales lo permiten, un tubo de germinacién se abre camino por la
superficie del huésped y la fase de adhesién y germinacién tiene su comienzo. Durante esta fase
el conidio se ha descrito, en algunos sistemas, la formacién de apresorios (estructuras especiales
necesarias para la penetracién) en el extremo del tubo germinativo y antes de que éste penetre
directamente a través del tejido intacto del hospedador. La formacién de apresorios por B. cinerea
estd confirmada tanto por estudios citolégicos (Tenberge, 2004) como genéticos (Gourgues ez .,
2004), ademds de la formacién de una matriz extracelular alrededor de la zona de penetracién.
Tanto la longitud del tubo germinativo como la secrecién de la matriz extracelular pueden verse
incrementados si los conidios son inoculados en suspensiones acuosas, en vez de inoculaciones en
seco (Cole et al., 1996). Los apresorios formados por B. cinerea son distintos a los formados por es-
pecies de los géneros Colletotrichum o Magnaporthe, en cuanto que, a pesar de contener melanina en
la matriz celular asociada a la pared celular fingica (Doss ez al., 2003), carecen de septo que aisle el
apresorio del tubo germinativo y que resulta necesario para generar las altas presiones osméticas que
se dan en el caso de M. grisea. Por esta razén es poco probable que los apresorios de B. cinerea sean
suficiente, aunque si sean necesarios (Gourgues ez al., 2004), para que la penetracién en el tejido del
hospedador sea exitosa. Lo mds légico es pensar que los apresorios sean estructuras especializadas en
la secrecién de una amplia bateria de enzimas necesarias para traspasar la cuticula de la planta.

En plantas de frutos pequefos, los érganos florales son sitios importantes para el inicio de la
infeccién. En algunos tipos de flores, el fluido estigmdtico se convierte en un medio nutritivo para
el conidio. Incluso el tubo germinativo puede abrirse paso hasta el gineceo siguiendo el camino que
crean los tubos polinicos. Los pétalos también son importantes puntos de infeccién en muchos
cultivos, ya que pasan a ser vehiculos del inéculo al ser arrancados por el viento o productores de
inéculo de segunda generacién (Johnson y Powelson, 1982). La humedad relativa es un elemento
crucial para el éxito de la infeccién, como pasa en pétalos de rosas (Williamson ez /., 1995). Una
continua exposicién a humedad relativa alta conduce a una serie sucesiva de ciclos de infeccién y es-
porulacién, haciendo que el cultivo se pierda. Los insectos tienen un papel importante no solo en la
dispersién de los conidios, también como causantes de lesiones que sirven de entrada al patgeno.

Una vez el hongo ha penetrado en el tejido vegetal, la muerte de células adyacentes al punto
de penetracién y la formacién de una lesién primaria como consecuencia de la respuesta de defensa
de la planta, determinan el establecimiento del patégeno. En este momento, se inicia una fase de
latencia durante los cuales los mecanismos de defensa parecen controlar al patégeno, permanecien-
do localizado en dreas de necrosis que se corresponden con las lesiones primarias. Transcurrido un
tiempo, y sélo en algunos casos, el hongo es capaz de vencer las barreras defensivas de la planta e ini-
cia su diseminacién por el tejido vegetal circundante, determinando la colonizacién y la maceracién
del tejido infectado en un breve periodo de tiempo. Sobre el tejido infectado el patégeno produce

una nueva generacién de esporas que pueden iniciar de nuevo el ciclo de infeccién.
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3.5. Rango de hospedadores y sintomatologia

B. cinerea infecta a mds de 200 especies vegetales en climas templados, incluyendo cultivos de gran
importancia econémica. Ademds de tener un amplio espectro de hospedadores, es necesario tener
en cuenta que B. cinerea puede atacar y afectar a distintos drganos vegetales, como flores, frutas,
hojas, brotes y bulbos (Droby y Lichter, 2004; Jarvis, 1980; Maude, 1980). Verduras (lechuga,
repollo, judias, etc.) y cultivos con bayas y otros frutos pequenos (uva, fresa, frambuesa, etc.) son
los que sufren un mayor ataque. En cultivo de fresa, B. cinerea es capaz de infectar tanto tejidos
vegetales jovenes como senescentes, convirtiéndose en una de las enfermedades mds importantes

de este cultivo (Powelson, 1960). Tampoco hay que olvidar los danos producidos en frutos como el

kiwi, manzana y pera.

En cultivos bajo cubierta (especialmente de tomate, pepino, pimiento o albahaca) el riesgo
de infeccién aumenta de manera cuantitativa, teniendo a B. cinerea como uno de sus mayores pro-
blemas, ya que en épocas frias, periodo de mdxima actividad de los invernaderos, se dan las mejo-
res condiciones para el desarrollo del hongo. El uso de productos quimicos produce rdpidamente
resistencias en el hongo, lo que agrava el problema considerablemente, y fuerza la implementacién
de sistemas de control integrado (Moyano ez al., 2003). B. cinerea también es una enfermedad
muy comun en invernaderos de plantas ornamentales, como rosa (Coyier, 1985) Aechmea fasciata
(Lindl.) Baker, Begonia tuberhybrida Noss, Cyclamen persicum Mill, Saintpaulia ionantha H. Wendl,
(Palmucci et al., 1997), Geranio (Hausbeck y Pennypacker, 1991), Gerbera (Salinas y Verhoeff,

1995), Poinsettia (Pritchard ez al., 1996), etc., especies en las que provoca, como minimo, lesiones

en los pétalos y hojas que reducen drasticamente su valor en el mercado.

A parte de estos cultivos, también sufren el ataque y las consecuentes pérdidas de manera
mds dramdtica, los garbanzos y otras leguminosas ricas en proteinas (Pande ez 4/., 2002). Los culti-
vos de alfalfa (Gossen y Platford, 1999; Gossen et al., 1994), pldntulas de conifera (Carlson, 1986;
Riffle y Smith, 1979) y el cdfiamo (Barloy y Pelhate, 1962) pueden ser muy vulnerables al ataque

de este patdgeno.

El mayor dano ocasionado por B. cinerea se da en tejidos senescentes de frutos cosechados,
siendo un problema importante en frutas y verduras conservadas en frio. Esto hace que sea unos
de los principales hongos que afectan a la post-cosecha de muchas frutas y verduras sobre las cuales
causa importantes dafios con una enorme depreciacién econémica. La alta humedad relativa, la
proximidad de los frutos y la baja temperatura, junto con la restriccién del control quimico (por

no poder cumplirse los plazos de seguridad), favorecen que la magnitud del dafio ocasionado por

el hongo sea mayor.

El ataque de este hongo sobre la gran variedad de cultivos afectados y sobre sus diversos

6rganos da lugar a un amplio rango de sintomas que no pueden ser englobados ni clasificados de

una manera simple.



La infeccién sobre plantas recién germinadas ha sido constatada sobre 50 hospedadores,
incluyendo el girasol, el lino, el garbanzo (Burgess ez al., 1997b), la lechuga y las anteriormente
citadas coniferas (Maude, 1980).

El sintoma mds comuin sobre hojas y frutos blandos puede ser la formacién de dreas con
podredumbre blanda acompanada de la maceracién de los tejidos vegetales y seguida de una rdpida
aparicion de masas pulverulentas grises de conidios (Powelson, 1960). En frutos con cuticulas mds
gruesa la maceracién es sélo visible una vez el fruto es pelado y su interior procesado. En otros frutos
y plantas la infeccién empieza en flores senescentes que permanecen en la planta y que acaban infec-
tando los frutos cercanos que se estén desarrollando en la planta. Sobre las flores se pueden observar
los efectos manifestados como desde simples manchas sobre los pétalos a la completa pudricién de
la flor. En cultivos bajo cubierta e invernaderos, el hongo causa el mayor dano en los tallos, cuando
éstos son podados y las heridas se convierten en la via de entrada del ataque a todo el tallo.

En muchos casos la podredumbre s6lo se manifiesta después de la recoleccién de los frutos,
y aunque las defensas de la planta hayan contenido el ataque, el aspecto que presentan los frutos no

permite su comercializacién.
3.6. Estrategias de control

Dado el interés econémico que subyace detrds de la podredumbre gris, se han destinado muchos
recursos técnicos y econdmicos para desarrollar estrategias que eviten, o al menos mitiguen, los
danos producidos por el ataque de B. cinerea. Estas estrategias se pueden agrupar en cuatro cate-
gorias: control quimico, control biolégico, pricticas y métodos de cultivo y mejora genética de la

resistencia a la enfermedad.
3.6.a. Control quimico

Los fungicidas usados para el control quimico de B. cinerea pertenecen a varias familias (Leroux,
2004) y se agrupan en cinco categorfas nombradas segin afecten a la respiracién del hongo, al
ensamblaje de microtibulos, a la osmoregulacién, que inhiban la biosintesis de esteroles o que su
accién sea revertida por aminodcidos (Rosslenbroich y Stuebler, 2000).

Agentes multidiana que afectan a la respiracién del hongo, como tiram, mancozeb, captan,
diclofluanida y tolifluanida, han sido usados ampliamente y durante tiempo sin que ello haya re-
dundado en un desarrollo significativo de las resistencias.

Los metil benzimidazol carbamatos que inhiben la formacién de la B-tubulina favorecen
rapidamente el desarrollo de resistencias mediadas por el gen Mbcl (Weeds ez al., 1999). Para evi-
tar resistencias se han utilizado altas concentraciones del principio activo, haciendo que el agente

quimico permanezca durante largos periodos en el cultivo, con la consiguiente acumulacién de
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residuos, razén por la cual su uso ha sido restringido o abandonado. Las strobirulinas, que inhi-
ben la respiracién mitocondrial al unirse al citocromo b, son fungicidas de amplio espectro que
controlan B. cinerea ademds de otros patégenos. Algunas carboximidas son capaces de inhibir el
complejo succinato deshidrogenasa (complejo mitocondrial IT) de B. cinerea y de otros Ascomicetes

y Adelomicetes.
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Estructura quimica de varios compuestos con actividad en el género Bozrytis.




Las dicarboximidas, que afectan al control del equilibrio osmético de conidios y micelio, han
sido utilizadas ampliamente contra B. cinerea. Se han detectado y analizado genes, Dafl (Faretra y
Pollastro, 1991), BcOS1 (Leroux et al., 2002) o Bos1(Cui e al., 2002), que son responsables de la
resistencia frente a estos compuestos, aunque confleren una menor viabilidad a las cepas resistentes
(Beever et al., 1989; Raposo et al., 2000). El fludioxonil, perteneciente a los fenilpirroles, presenta
una gran resistencia a la degradacion por luz solar debido a sus anillos de fenilo. Es un fungicida no
sistémico cuya diana de accién estd en las cascadas de senalizacién de osmoregulacién (Pillonel y
Meyer, 1997). Inhibe la germinacién de esporas, la elongacién del tubo germinativo y el crecimien-
to del micelio. Existe resistencia cruzada entre fenilpirroles y dicarboximidas debido a la existencia
de dos genes situados en el mismo locus (Vignutelli ez 2/., 2002), aunque no se ha encontrado resis-
tencia cruzada en campo (Hilber ez al., 1995).

Las anilinopirimidinas ciprodinilo, pirimetanilo y mepanipirima, quimicamente muy rela-
cionados, son inhibidores de la biosintesis de la metionina y otros amindcidos, ademds de inhibir
la secrecién de enzimas hidroliticas que juegan un papel fundamental en la patogénesis (Milling
y Richardson, 1995; Miura ez al., 1994). El efecto sobre el hongo se traduce en una inhibicién de
la elongacién del tubo germinativo y el crecimiento miceliar inicial. B. cinerea es capaz de generar
resistencia a las anilinopirimidinas (Moyano ez al., 2004) y, a su vez, no perder la capacidad de cre-
cimiento e infeccién (Bardas ez /., 2008).

Las hidroxianilidas, representadas por la fenhexamida, tienen un modo de accién diferente
a las otras clases de fitosanitarios, al inhibir la biosintesis de esteroles, los cuales estin relacionados
con la integridad y funcién de la membrana citoplasmdtica (Rosslenbroich y Stuebler, 2000). Se ha
descrito resistencia a este quimico, aunque no se ha observado resistencia cruzada con benzimida-
zoles y carboximidas (De Guido ez /., 2007).

La resistencia multiple presente en algunas cepas de B. cinerea normalmente estd asociada a
la accién de las familias de transportadores ABC o MES, responsables del transporte de moléculas
a través de la membrana plasmadtica (de Waard ez al., 20006).

Desde la aparicién de los metil benzimidazol carbamatos (MBC) se tiene constancia de que
las probabilidades de que B. cinerea desarrolle resistencia a nuevos productos fitosanitarios es alta
si el producto se aplica repetidamente. Debido a esto, se han disefiado programas de fumigacién
que intercalan el uso de fungicidas con diferente modo de accién sobre el hongo, reduciendo asi
el riesgo de aparicién de resistencias, pero teniendo en cuenta el no alcanzar los limites de residuos
permitidos. El problema surge cuando el cultivo a tratar necesita proteccién continuada debido a
cosechas consecutivas. Asimismo, el tiempo desde la aplicacién del fitosanitario y la recoleccién
puede ser insuficiente para la proteccidn del cultivo y para evitar niveles altos de residuos en el pro-
ducto, no siendo de utilidad el control quimico. Por consiguiente, multiples estrategias de control
se han desarrollado como alternativa. Tal es el caso de extractos de semilla de pomelo en uva de mesa

(Xu et al., 2007), la bacteria Rahnella aquatilis en manzana (Calvo et al.), los compuestos voldtiles
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emitidos por la baya de Vitis lambrusca en kiwi (Actinidia deliciosa) (Kulakiotu ez al., 2004) o el

metil jasmonato en flores cortadas de Freesia hybrida (Darras et al., 2007).
3.6.b. Control bioldégico

El uso del control biolégico se ha incentivado en aquellos casos en los que el uso de fitosanitarios ha
sido restringido debido a los residuos acumulados por el uso continuado en las producciones agri-
colas, o bien por las restricciones legales de los paises importadores o normativas vigentes estrictas
de los paises productores. El estudio de la ecologia microbiana de los dltimos afios ha mostrado la
posibilidad de usar antagonistas microbianos para el control de B. cinerea, debido a que esta especie
es muy susceptible a la competencia por nutrientes, que puede afectar a la germinacién y al desa-
rrollo del tubo germinativo, y es muy sensible al efecto de antibidticos y enzimas liticas de origen
microbiano, que pueden inhibir la germinacién vy lisar sus tubos germinativos. El efecto supresor
sobre la enfermedad se debe a una reduccién de la capacidad saprofitica, diseminacién de esporas,
virulencia, o resistencia inducida en la planta huésped (Elad y Freeman, 2002). Estos agentes de
control biolégico utilizados incluyen desde hongos filamentosos, como 7richoderma harzianum
(De Meyer et al., 1998; Elad, 2000), Gliocladium roseum (Burgess et al., 1997a; Sutton et al.,
1997) y Ulocladium atrum (Kohl et al., 1995), levaduras como Pichia guilliermondii (Wisniewski
et al., 1991), Candida spp. (McLaughlin ez al., 1990; Mercier y Wilson, 1994) y Cryprococcus al-
bidus (Elad, 1996; Helbig, 2002), hasta bacterias como Strepromyces griseoviridis, Bacillus subtilis y
Pseudomonas syringae (Elad y Stewart, 2004b). Normalmente estos agentes son dispersados sobre
el cultivo mediante fumigaciones, aunque se han usado abejas en el cultivo de fresa con resultados
satisfactorios (Bilu ez al., 2004; Kovach ez al., 2000; Peng ez al., 1992). Sin embargo, los agentes de
control biolégico presentan una serie de problemas como rangos limitados de temperatura (Dubos,
1992) y humedad para una mdxima eficiencia. Ademds la influencia de las fluctuaciones naturales
de la microflora nativa segin los cambios en el ambiente y en los exudados de la planta puede mi-

nimizar las posibilidades de éxito.
3.6.c. Practicas culturales

Los efectos de la podredumbre gris se ven potenciados en condiciones de alta humedad, baja lu-
minosidad y temperaturas moderadas. Una alta humedad promueve la generacién de conidios y
permite la germinacién y penetracién en el huésped. Una reduccién de la cubierta vegetal facilita
la aireacién y minimiza los pardmetros de las condiciones que favorecen el desarrollo de B. cinerea.
El uso de tuneles de pléstico o coberturas protectoras de la lluvia permite reducir los efectos de la
enfermedad durante el periodo de floracién de cultivos de frutos blandos, como la fresa o frambuesa

(Xiao ez al., 2001). El uso de ventilacién para reducir la humedad relativa en cultivos bajo cubierta



se ha mostrado muy eficiente. La utilizacién de cubiertas pldsticas con filtros UV que modifiquen el
espectro de la luz solar reduce la formacién de conidios y la infeccién en varios cultivos (Reuveni y
Raviv, 1992; Reuveni et al., 1989; West et al., 2000). En invernaderos frios, evitar la formacién de
rocio sobre las hojas del cultivo antes del amanecer mediante un breve calentamiento del aire puede
controlar la aparicién de podredumbre gris (Dik y Wubben, 2004).

El manejo post-cosecha de los cultivos se basa principalmente en la utilizacién de la cadena
de frio continuada en frutos no madurados que han sufrido dafios minimos. Pero si la cadena de
frio se ve alterada en algiin punto de este proceso, el patdgeno puede reactivarse y afectar a todo el
cargamento.

La prediccién de la enfermedad en combinacién con datos meteoroldgicos precisos, ha resul-
tado muy eficaz en la reduccién de los danos producidos por el hongo (Berrie ez a/., 2000; Broome
et al., 1995). Ademds, el uso de précticas de control integrado, como el uso de distintos agentes
quimicos para evitar la aparicién de resistencias, el esfuerzo de aplicar en menor medida los pesti-
cidas para mantener al minimo el nivel de residuos, la utilizacién de agentes biolégicos de control
apropiados al régimen de temperatura y humedad, la eliminacién escrupulosa de restos vegetales del
cultivo para eliminar posibles focos de infeccién futuro, el espaciado del cultivo o podas adecuadas y
constantes para asegurarse una buena ventilacién, etc... pueden prevenir de una manera asombrosa

el ataque de B. cinerea y reducir de una manera considerable las perdidas por podredumbre gris.
3.6.d. Mejora genética

La bisqueda de resistencias contra B. cinerea en cultivos parece ser una estrategia dificil y compleja,
ya que no se han descrito genes de resistencia frente a este patégeno en ninguna especie vegetal.
Esto puede ser debido en gran medida a la gran diversidad de mecanismos de infeccién que este
patégeno presenta. En algunos cultivares de algunas especies, propiedades morfolédgicas (tales como
el grosor de la cuticula o la vellosidad de la epidermis) o diferencias en el crecimiento (por ejemplo
en la maduracién de los frutos o en la densidad de frutos en el racimo o de las hojas) pueden faci-
litar que la planta evite o escape a la accién del patégeno. Estas caracteristicas suelen ser caracteres
poligénicos, controlados por un niimero variable de genes, lo que complica su transferencia a los
cultivares de interés. No obstante se han logrado resultados parciales interesantes en algunos casos.
Especies silvestres del género Solanum, relacionadas estrechamente con el tomate (Solanum lycoper-
sicum), han mostrado tener cierta resistencia en hojas y tallos (Guimaraes ez al., 2004; ten Have ez
al., 2004). Se han identificado varios QTLs para resistencia a B. cinerea pertenecientes al genotipo
de Solanum habrochaites (Finkers ez al., 2007a), ofreciendo su uso unas excelentes perspectivas para
la mejora del control de la enfermedad en el cultivo del tomate.

El estudio de los mecanismos moleculares de resistencia permitiria el desarrollo y uso de téc-

nicas de transferencia génica para mejorar y aumentar la respuesta defensiva del huésped, sin afectar
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a otras caracteristicas del cultivo importantes para el agricultor y el consumidor.

A pesar de todos los avances en el campo molecular, todavia no se ha encontrado ningin
fungicida que acttie a nivel molecular con efectos notables. La diversidad de factores de virulencia
que intervienen en el proceso infectivo de B. cinerea hacen que no haya una solucién tnica al pro-
blema. Ademis, la controversia de los cultivos transgénicos en Europa presenta un problema social
y econémico importante, ralentizando la experimentacién con plantas transgénicas y su aplicacién

en la agricultura.



4. Interaccion B. cinerea - huésped

4.1. Mecanismos de patogenicidad en B. cinerea

B. cinerea es considerado en la actualidad un excelente modelo para estudiar y caracterizar la natu-
raleza del hongo patégeno necrotrofo (van Kan ez a/, 2006). Son numerosos los trabajos y los estu-
dios llevados a cabo en estos tltimos afos que desde una perspectiva molecular tienen por objeto
caracterizar los principales mecanismos y factores de patogenicidad que participan en cada fase del
ciclo de infeccién del hongo. Realizamos a continuacién una breve descripcién de las principales

observaciones y conclusiones que ha sido posible realizar sobre los mismos en cada caso.

4.1.a. Dispersion

El primer contacto con el huésped se puede producir a partir de conidios, micelio o esclerocios,
siendo los conidios el principal medio de dispersién del patégeno. No obstante, el micelio y los
esclerocios presentes en restos vegetales abandonados en el campo y procedentes de campanas ante-
riores constituyen un foco de infeccién a tener en cuenta.

Los conidios, presentes en el aire, pueden ser transportados a grandes distancias por medio
del viento o por insectos antes de infectar un nuevo huésped. Asimismo las heridas causadas en el

tejido vegetal por los insectos o por medios mecdnicos aumentan el desarrollo de la enfermedad.

4.1.b. Adhesion

Antes de que el patdgeno pueda penetrar en el tejido del huésped, el conidio debe adherirse a la
superficie de la planta. Este proceso de adhesién se produce en dos etapas.

En un primer momento las interacciones hidrofébicas entre el huésped y la superficie del
conidio producen unas fuerzas débiles de adhesién (Doss ez al., 1993). Los conidios tienen una su-
perficie hidrofébica que presenta numerosas protuberancias de unos 200-250 nm que desaparecen
después de la hidratacién y podrian estar implicadas en el proceso de adhesién.

Transcurridas varias horas después de la inoculacién, se producen fuertes uniones entre las
superficies del conidio y la célula vegetal debido a la matriz fibrilar generada en el extremo apical
de los tubos germinativos desarrollados a partir del conidio (Cole ez al., 1996). Esta funda fibrilar

estd constituida por un polimero extracelular denominado cinereano, y su formacién coincide con
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el momento en que la adhesién se produce mediante uniones de tipo fuerte (Doss ez al., 1995). En
experimentos de inoculacién con conidios secos, esta matriz extracelular no se produce (Cole ez 4/.,
1996) y en inoculaciones con medios artificiales, la ausencia de glucosa en el medio desencadena
que B. cinerea degrade este polimero en glucosa y gentobiosa, que a su vez es hidrolizada a glucosa
(Monschau et al., 1997; Stahmann ez al., 1992) y que utiliza como fuente de carbono. De esto se
concluye que el cinereano puede jugar un papel importante en la proteccién del patégeno frente a

la deshidratacién y frente a los mecanismos de defensa de las plantas, aunque no sea esencial para

la adhesién de los conidios.

4.1.c. Germinacion

Una vez los conidios se han adherido a la superficie del huésped, la germinacién se produce si la
humedad relativa es alta o hay agua disponible sobre la superficie del tejido del huésped (Blakeman,
1980; Williamson ez al., 1995). Ademis, la germinacidn se ve favorecida por la presencia de glucosa
y de fosfatos (Akutsu et al., 1981; Harper et al., 1981; van den Heuvel, 1981). Los fosfatos pueden
ser los responsables de estimular la actividad de las enzimas pectoliticas que B. cinerea excreta (van
den Heuvel y Waterreus, 1983) y la glucosa favorece el crecimiento superficial y la formacién de
estructuras de penetracién (Akutsu ez al., 1981). Hay que destacar que también se ha propuesto
que la glucosa probablemente interviene ademds en los procesos oxidativos que inducen la muerte
celular del huésped (Edlich ez al., 1989). De estas observaciones podemos concluir que la presencia
de nutrientes en la solucién de inoculacién imita en buena medida las condiciones que el patégeno
encuentra cuando el micelio crece en tejido vegetal o muerto, como se ha podido demostrar en ex-

perimentos de inoculacién artificial con medio liquido suplementado con glucosa y fosfato (Benito

et al., 1998).

Algunos compuestos gaseosos también podrian estar implicados en la estimulacién de la ger-
minacién, como el etileno (Elad y Volpin, 1988; McNicol ez 4l., 1989). La produccién de etileno,
relacionado con el debilitamiento del tejido del huésped y la senescencia, parece favorecer el desa-

rrollo de la podredumbre gris, al estimular la germinacién de los conidios (Kepcsynski y Kepcynska,

1977) y el crecimiento de los tubos germinativos (Barkai-Golan ez al., 1988).

4.1.d. Penetracion

Cuando el conidio aterriza y se adhire al huésped, el patégeno debe penetrar la superficie, bien a
través de los estomas (Verhoeff, 1980) o directamente a través de la cuticula, formada por cutina

cubierta de ceras. Para atravesar esta primera barrera que presenta la planta (la cuticula), es necesario

que B. cinerea desarrolle apresorios (Gourgues ez al., 2004; Tenberge, 2004).



Estos apresorios, mds que ser estructuras para la rotura mecdnica de la cuticula, como en el
caso de M. grisea (de Jong et al., 1997), presuntamente secreten enzimas. La incapacidad de B. cine-
rea de generar grandes presiones por no tener el septo que separa el apresorio del tubo germinativo,
necesario para generar altas presiones osmoticas, la carencia de las grandes cantidades de melanina
que poseen lo apresorios M. grisea (Doss et al., 2003), junto con el hecho de que los orificios por
donde penetra el hongo se deben en gran medida a una accién enzimdtica, dado que presentan
bordes lisos y no hendidos o quebrados como pudiera ocurrir por una rotura mecdnica (McKeen,
1974; Rijkenberg ez al., 1980) sugieren fuertemente que el mecanismo mediante el cual B. cinerea
se abre paso a través de la cuticula no es un sistema basado en la penetracién mecdnica.

Las cutinasas, responsables de la degradacién de la cutina de la cuticula, juegan un papel
importante en esta primera fase (Linskenn y Haage, 1963; Salinas, 1992; Shishiyama ez 4/., 1970),
aunque la primera y Gnica cutinasa de B. cinerea con la que se ha llevado a cabo un anilisis funcional
detallado no sea esencial para el proceso de penetracién (van Kan ez al., 1997). El genoma de B.
cinerea contiene genes para maltiples cutinasas y lipasas cuya funcién todavia no se ha dilucidado.

Una vez superada la barrera que es la cuticula, el hongo crece a lo largo de la pared anticlinal
de las células epidérmicas subyacentes (Mansfield y Richardson, 1981). En este nuevo ambiente,
rico en pectinas, las enzimas implicadas en el establecimiento de las lesiones primarias son las pecti-
nasas de B. cinerea. Una caracteristica comun de las especies vegetales colonizadas por B. cinerea es
su alto contenido en pectina en la pared celular. Especies vegetales con bajo contenido de pectina
son considerados huéspedes poco probables, por lo que se infiere que B. cinerea posee una maquina-
ria pectinolitica muy efectiva. Estas pectinasas estdn representadas por seis endopoligalacturonasas
(Wubben ez al., 2000), cuya expresion durante el proceso de infeccién varia dependiendo de la
especie vegetal atacada, el tipo de tejido y las condiciones de incubacién (ten Have ez a/., 2001).
Se ha demostrado que dos de los genes de endopoligalacturonasas, BcPG1 y BcPG2, tienen una
elevada influencia en la virulencia del hongo sobre varios huéspedes (Kars ez a/., 2005a; ten Have
et al., 1998).

Las enzimas capaces de degradar hemicelulosas, como la endo-B-1,4 xilanasa, tienen un
pronunciado efecto en la virulencia de B. cinerea. La deleccién del gen xyn11A produce un retraso
de la aparicién de lesiones secundarias y una reduccién en el tamano medio de lesién en mds de un
70% (Brito et al., 2006).

Otro grupo de enzimas estudiadas que presuntamente utiliza B. cinerea durante la infeccién
son las pectin-metilesterasas (PME), encargadas de la despolimerizacién de pectinas altamente me-
tiladas y favorecer asi la accién de las endopoligalacturonasas. En contra de lo que se pensaba, su
papel parece ser de poca relevancia, incluso en tejidos con pectinas altamente metiladas (Kars ez 4/.,
2005b). También se ha detectado la accién de proteasas aspdrticas extracelulares antes de la apari-
cién de actividad pectinasa. Al igual que en el caso anterior, a pesar de que un inhibidor especifico

de la proteasa aspdrtica redujera la infeccién de manera notable (Movahedi y Heale, 1990), los mu-
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tantes en el gen BeAP1 no presentan diferencias con la cepa silvestre a la hora de infectar. El estudio

de las celulasas tampoco ha dado buenos resultados por el momento (Espino ez 4/., 2005).

4.1.e. Muerte celular

Como patdgeno necrotréfo que es, B. cinerea necesita matar las células del huésped antes de que sus
hifas las invadan y descompongan el tejido vegetal para alimentar al hongo (Clark y Lorbeer, 1976).
La invasién de los tejidos vegetales por el patdgeno activa su programa de muerte celular, ya que se
observan procesos de condensacién nuclear y de alteracién y destruccién de la membrana celular en
las células del huésped caracteristicos de aquélla (Govrin y Levine, 2000). Esto nos hace intuir que,
ademds de poseer enzimas liticas, B. cinerea es capaz de generar una gran cantidad de metabolitos de
bajo peso molecular y proteinas fitotéxicas que facilitan la activacién de los mecanismos de muerte

celular en el hospedador.

4.1.e.1. Metabolitos de bajo peso molecular

De los metabolitos fitotéxicos de bajo peso molecular que B. cinerea produce, el mds estudiado es
el botridial (Colmenares ez al., 2002). El botridial fue primeramente descubierto en medio liquido
y por estudios espectroscépicos ha sido posible determinar la concentracién del botridial en plantas
infectadas, resultando en la afirmacién de que es un factor esencial, pero no primario, de la infec-
cién (Deighton ez al., 2001). La ruta biosintética del botridial ha sido estudiada bioquimicamente
(Colmenares et al., 2002) y numerosos genes relacionados con su sintesis han sido identificados,
los cuales estdn localizados en un cluster que contiene genes de oxigenasas y ciclasas. Uno de estos
genes, bcborl, forma parte de la ruta, aunque su efecto en patogenicidad varia entre distintas cepas
de B. cinerea (Siewers et al., 2005). Algunas cepas usan el botridial como nica toxina para matar
las células del huésped, mientras que otras cepas basan su patogenicidad en otras toxinas diferentes,

como las botcinolidas (Reino ez /., 2004).

4.1.e.2. Choque oxidativo

Un factor que parece tener un papel importante durante la infeccién por parte de B. cinerea es el
choque oxidativo que desencadena el hongo durante la penetracién de la cuticula (Tenberge, 2004;
Tenberge ez al., 2002) y la formacién de lesiones primarias (Lyon ez al., 2004). Este choque oxida-
tivo es caracteristico de la respuesta de hipersensibilidad que confiere resistencia a patgenos bio-
trofos. Como B. cinerea es un patdgeno necrotrofo, se beneficia de esta muerte celular de la planta,
haciéndola mds propensa al ataque (Govrin y Levine, 2000). En hojas de tomate y judia infectadas
por B. cinerea se pueden observar grandes cantidades de H,O,, tanto en la membrana plasmdtica

de la planta como en la matriz que cubre la superficie del extremo apical del apresorio del hongo



(Schouten ez al., 2002; Tenberge ez al., 2002). La acumulacién de radicales libres en los tejidos de la
planta conduce a su peroxidacién y al agotamiento de antioxidantes, modificando la estructura qui-
mica de la cutina y de las membranas lipidicas de la cuticula (Edlich ez 4/., 1989), proporcionando

un sustrato mds facil de descomponer por las oxidasas del hongo (Schouten ez 4/., 2002).

4.1.e.3. Acido oxalico

Tanto B. cinerea como S. sclerotiorum son grandes productores de dcido oxdlico (Germeier ez al.,
1994). El 4cido oxdlico, oxalato o 4cido dicarboxilico es una molécula simple y versdtil que es usada
en beneficio propio por patdgenos como B. cinerea'y S. sclerotiorum. El oxalato es un dcido fuerte
que acidifica el medio donde es liberado, estimulando la produccién y la actividad de un amplio
rango de enzimas secretadas por B. cinerea (Manteau ez al., 2003), como algunas de sus pectinasas
(Kars et al., 2005b; Manteau et al., 2003), proteinasas (Manteau ez /., 2003; ten Have ez al., 2004)
y lacasas (Manteau ez al., 2003). Por otra parte, el oxalato puede estimular la hidrélisis de la pec-
tina por la accién de la poligalacturonasas debido a su fuerte actividad quelante para iones calcio.
Cuando el 4cido oxdlico secuestra los iones Ca?* de la pared celular, su estructura molecular se ve
alterada, facilitando la accién de las pectinasas y haciendo que la matriz pectidica absorba agua y se
hinche (Mansfield y Richardson, 1981). Por tltimo, el oxalato puede reducir el choque oxidativo
y las repuestas de defensa en los tejidos de la planta (Cessna ez a/., 2000), a la vez que activa el pro-
grama de muerte celular. Mutantes de S. sclerotiorum, generados por luz ultravioleta, deficientes en
la produccién de dcido oxdlico son no patogénicos (Godoy ez al., 1990), lo que hace pensar que en

B. cinerea pudiera pasar lo mismo al compartir sistemas similares de infeccidn.

4.1.e.4. Proteinas toxicas

Ademds de metabolitos fitotdxicos, B. cinerea puede producir proteinas fitotéxicas, como las pro-
teinas tipo NEP1 (Staats ez al., 2007a) y la Bespll, homéloga a proteinas Snodprot (Chagué ez 4.,
2006; Kunz ez al., 2006). Estas proteinas fitotdxicas son capaces de causar la muerte de las células
del huésped mediante mecanismos apoptéticos y, en menor medida, mecanismos necréticos. De
esta manera se puede apreciar que la infeccién de B. cinerea es provocada y requiere la activacién de

un programa de muerte celular en el huésped.
4.2. La infeccion requiere de una participacion activa del huésped

El objetivo final de un patégeno necrotrofo no es matar al huésped, sino descomponer el tejido
vegetal y convertirlo en biomasa del hongo, para lo cual necesita matar las células del huésped me-
diante compuestos tdxicos y enzimas liticas, o bien activando su programa de muerte celular. Muy

contrariamente a lo que se pensaba hasta hace poco tiempo, las plantas juegan un papel mucho més
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activo a la hora de determinar el establecimiento o no de una interaccién con patégenos necrotro-
fos. Estudios recientes nos indican que es necesaria una interaccién del patégeno para inducir la

muerte de las células y de la planta para activar mecanismos de muerte celular o apoptosis. (Govrin

y Levine, 2000; van Baarlen ez a/., 2007).

Durante la penetracién de la cuticula y la formacién de lesiones primarias por parte de B.
cinerea, ocurre un choque oxidativo tanto en la membrana plasmdtica de la planta como en la
superficie de la hifa del hongo (Schouten e# al., 2002; Tenberge, 2004). Los procesos oxidativos
que se producen en la zona de contacto entre el patdgeno y el huésped (Deighton ez al., 1999;
Muckenschnabel et al., 2001a; Muckenschnabel ez 4/., 2002; Muckenschnabel ez /., 2003; Muc-
kenschnabel ez al., 2001b; van Baarlen ez al., 2007) causan un cambio brusco en el equilibrio redox
del tejido infectado, lo que desencadena la muerte celular del huésped, facilitando el progreso de la
enfermedad (Lyon ez al., 2004). La superéxido dismutasa de B. cinerea, BcSOD1, capaz de producir
H,O,, es secretada al medio externo de la hifa y se expresa desde el momento de la penetracién de

la cuticula. Mutantes en este gen manifiestan una reduccién de la virulencia en multiples huéspedes

(Rolke et al., 2004).

Este choque oxidativo que ocurre durante la respuesta de hipersensibilidad de la planta, con-
fiere resistencia a patdgenos biotrofos (Rivas y Thomas, 2005) al impedir el avance de la infeccién.
En el caso de patégenos necrotrofos, como B. cinerea, la muerte de las células vegetales beneficia al
patégeno y conduce a la susceptibilidad del huésped (Govrin y Levine, 2000). Por tanto, la habili-

dad de B. cinerea de inducir la muerte celular programada del huésped es crucial para el éxito de la

infeccién.

El hecho de que plantas transgénicas que expresan proteinas antiapoptéticas presenten una

mayor resistencia a B. cinerea (Dickman et al., 2001) refuerza la importancia del papel que juegan

los programas de muerte celular en la infeccién del hongo.

4.3. Evasion de los mecanismos de defensa de la planta

Durante el transcurso de la interaccién entre B. cinerea'y el huésped, la planta intenta enérgicamente
evitar la invasién y el progreso de la enfermedad activando una multitud de rutas de defensa, como

la produccién de metabolitos antifiingicos y proteinas involucradas en patogénesis (van Baarlen ez

al., 2004).

El ataque de B. cinerea sobre tomate y Arabidopsis induce la expresién de varios genes relacio-
nados con rutas de defensa bajo el control del jasmonato (Benito ez al., 1998; Thomma ez al., 2001),
etileno (Diaz ez al., 2002) o 4cido salicilico. Rutas de defensa bajo el control de estas hormonas ve-

getales contribuyen a la resistencia basal hacia B. cinerea, ya que mutantes en estas rutas mostraron

una mayor susceptibilidad a la enfermedad.



La planta también puede producir proteinas que inhiben la accién de poligalacturonasas
fungicas (Juge, 2006) mediante interaccién fisica. La expresién de varias proteinas de esta familia en
plantas transgénicas resulté en un aumento cuantitativo de la resistencia a B. cinerea (Agiiero et al.,
2005; De Lorenzo y Ferrari, 2002; Ferrari ez al., 2003; Joubert ez al., 2006; Powell et al., 2000).

Otros metabolitos antifiingicos de la planta a los que B. cinerea se debe enfrentar son fitoa-
lexinas, como la camalexina (Kliebenstein ez al., 2005; van Baarlen ez al., 2007), la alpha tomatina

(Quidde ez al., 1999) y transportadores del tipo ABC o MES (de Waard ez al., 20006).

4.4. Mecanismos de senalizacion durante la infeccion

La infeccién de una planta huésped es un proceso altamente regulado en el cual el patégeno debe
decidir qué hacer en cada momento. Cada fase de la patogénesis, como la germinacién, el desa-
rrollo de estructuras de infeccidén (apresorios) o la produccién de enzimas y metabolitos, debe ser
correctamente orquestada. El patdgeno debe percibir los cambios fisicos y quimicos que ocurren en
el ambiente que le rodea y asegurar una apropiada respuesta celular. El fallo en cualquier paso de
estas rutas de sefializacién, percepcién y respuesta conducen a un crecimiento y a una diferenciacién
anormal. Por lo tanto, son de vital importancia para el éxito de la infeccidn tanto los mecanismos de
percepcién como los de senalizacidn y respuesta celular (Tudzynski y Schulze Gronover, 2004).
Existen en B. cinerea varias rutas de sefializacién que participan en distintos procesos fisiol-
gicos del patégeno, entre los cuales se encuentran mecanismos relacionados con la patogénesis del

hongo.
4.4.a. Ruta de sefializacion dependiente de AMPc¢

La ruta de senalizacién dependiente de AMPc estd implicada en multiples procesos en hongos
fitopatégenos como crecimiento, conidiacién, germinacién de esporas, deteccién de nutrientes y
vilurencia.

En B. cinerea encontramos varios componentes de esta ruta, como los tres genes que codifi-
can las subunidades Go de las proteinas-G heterotriméricas BCG1, BCG2 (Gronover ez 4l., 2001)
y BCG3 (Doehlemann ez al., 2006), el gen bac que codifica para una adenilato ciclasa (Klimpel ez
al., 2002) y el gen que codifica la subunidad reguladora, (bcpkaRk) de la proteina kinasa depen-
diente de AMPc, PKA (Schumacher ez al., 2008b)
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4.4.b. Ruta de sefalizacion controlada por la MAP kinasa

Las MAP kinasas (“mitogen-activated protein kinase”) de hongos fitopatégenos son esenciales en
las primeras fases de infeccidn y en especial en la penetracién de la superficie cuticular de la planta
(Solomon ez al., 2005).

En B. cinerea se ha caracterizado un gen, bmp1, que codifica para un MAP kinasa homéloga

a PMKI de M. grisea (Xu, 2000), otra MAP kinasa, BcSAK1, homologa a la proteina HOGI de

Saccharomyces cerevisiae, y BMP3, homéloga a Slt2 de S. cerevisiae.

4.4.c. Ruta de sefializacion dependiente de Ca**/calmodulina

La calcineurina fosfatasa y la ciclofilina A son componentes altamente conservados en la ruta de
senalizacién dependiente de Ca?*/calmodulina presentes en B. cinerea (Viaud ez al., 2003). Esta ruta
se ve alterada por la accién de la ciclosporina A y de FK506 (Kraus y Heitman, 2003). También se
han detectado genes que actdan en esta ruta, como bepl y bepi5, asi como el factor de transcripcién

CRZ1 y la fosfolipasa C (Schumacher ez al., 2008a).

4.4.d. Ruta de seiializacion de las proteinas GTPasas

Las GTPasas de tipo Ras y Rho de la superfamilia RAS normalmente juegan papeles que coinciden
y se complementan en diferenciacién y desarrollo celular de hongos filamentosos. B. cinerea posee
dos proteinas de esta superfamilia RAS, BcRAS1 y BcRAS2 (Schumacher ez al., 2008b), ademds

de BcRAC y BcCDC42, pertenecientes al tipo Rac (Boyce ez al., 2005), y BCRAB2, miembro de la
subfamilia Rab.

4.5.e. Sensores y receptores

Los hongos responden a una gran cantidad de senales ambientales que regulan su desarrollo y me-
tabolismo asi como las interacciones con el huésped. Los receptores en la superficie de las células
fungicas detectan estas sefales y las transmiten a vias intracelulares de senalizacién. Las familias de
los receptores de proteinas tipo G (GPCRs) han atraido la atencién de los investigadores y han sido

ampliamente investigadas en hongos patogénicos (DeZwaan ez al., 1999; Kulkarni ez al., 2005). En



B. cinerea se ha identificado un gen perteneciente a este tipo de proteinas, btpl (Gronover et /.,

2005). Aparte de las GPCR, el genoma de B. cinerea muestra 20 histidina kinasas de dos compo-
nentes, proteinas capaces de detectar sefiales extracelulares y adaptarse a su entorno, pertenecientes
a 11 clases diferentes (Catlett ez /., 2003).
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5. Estrategias experimentales para el estudio de
los mecanismos moleculares de patogenicidad
en B. cinerea.

Desde que se transformara exitosamente B. cinerea (Hamada ez al., 1994), la Biologia Molecular ha
revolucionado el andlisis de las estrategias de infeccién y patogenicidad en este patdgeno. La gran
cantidad de herramientas moleculares disponibles hoy dia, tales como métodos de transformacién,
vectores, mutantes, genotecas... han posibilitado que un gran nimero de genes hayan sido caracteri-
zados y su funcién analizada. El resultado de todos estos estudios, unido a la reciente secuenciacién
y estudio del genoma de B. cinerea, han hecho de este hongo un modelo de estudio en la fitopato-

logfa molecular.

5.1. Analisis por inactivacion génica en B. cinerea

La herramienta fundamental utilizada para llevar a cabo un anilisis funcional de los genes implica-
dos en cualquier proceso biolégico en un sistema vivo se basa en la obtencién de mutantes en el gen
o genes de interés y en la caracterizacién de dichos mutantes en comparacién con el fenotipo del
organismo tipo silvestre. Ello supone desarrollar estrategias experimentales que permitan alterar o
inactivar la funcién del gen objetivo, y de procedimientos que permitan seleccionar los individuos
derivados del proceso de mutagénesis. En la mayor parte de los casos los sistemas de trabajo se basan
en la generacién de determinados tipos de construcciones que luego serdn introducidas en el orga-
nismo objeto de estudio mediante transformacién.

Con este objeto se han desarrollado y descrito diferentes métodos para la transformacién y
el andlisis de la funcién génica en B. cinerea, basindose unos en la obtencién de protoplastos y el
tratamiento posterior con PEG (Hamada ez al., 1997) y otros en la utilizacién del biosistema de
Agrobacterium tumefaciens (Rolland ez al., 2003). Tanto en un caso como en el otro es necesario
disponer de marcadores seleccionables, normalmente de resistencia a antibiéticos, que permitan

identificar las células transformadas.
5.1.a. Mutagénesis dirigida por disrupcion génica

Para obtener mutantes por disrupcién génica, un fragmento interno del gen seleccionado carente

del codén de iniciacién y de terminacién, es insertado en un pldsmido que contiene un fragmento,
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denominado casete, con un marcador de seleccién de resistencia a un antibiético flanqueado por

una secuencia de iniciacién y otra de terminacién.

El hongo es transformado con la construccién y entre los transformantes obtenidos se bus-
can e identifican aquellos en los que se ha producido un dnico evento de recombinacién homéloga,
lo que determina la integracién de la construccién en el locus homdlogo. La configuracién resultan-
te contiene dos partes truncadas del gen seleccionado interrumpido por el plismido que contiene
el casete con el marcador de resistencia (Prins ez 4/., 2000). Sin embargo, existen duplicaciones par-

ciales del gen que podrian causar multiples problemas como silenciamiento (Fulci y Macino, 2007)

o RIP (Braumann et al., 2008).

5.1.b. Mutagénesis dirigida por reemplazamiento génico

En este caso, las regiones flanqueantes del gen estudiado son insertadas a ambos lados de un casete

con un marcador de seleccién por resistencia a antibiético mediante clonacién (van Kan ez /.,

1997) o mediante extensién por PCR (Kars ez al., 2005b).

El hongo es transformado con la construccién linearizada que se integra mediante recombi-
nacién homéloga con un doble sobrecruzamiento en ambas regiones flanqueantes, lo que determi-
na la sustitucion del gen objetivo por el casete con el marcador de seleccién. Este método, usando
regiones flanqueantes de entre 500 y 1000 pares de bases, se ha convertido en la técnica utilizada
normalmente, al presentar un rendimiento muy superior (70-100%) al presentado cuando se trans-

forma B. cinerea con un vector circular y se trata de determinar un solo evento de recombinacién

homdloga.

5.1.c. Mutagénesis aleatoria por inserciones de T-DNA

Agrobacterium tumefaciens es utilizado para transformar hongos (Michielse ez /., 2008), incluido B.
cinerea, pudiéndose obtener buenas eficiencias de transformacién (Rolland ez al., 2003). Los trans-
formantes poseen una copia tinica de T-DNA que se ha insertado de manera aleatoria en el genoma.
Procedimientos de este tipo harfan posible la produccién de una coleccién de cepas mutantes por
insercién, como en el caso de Arabidopsis (Alonso ez al., 2003), que luego serfan analizadas fenotipi-
camente tratando de identificar mutantes con un fenotipo de interés en los cuales resultaria factible,
ademds, identificar el punto de insercién del T-DNA vy, por tanto, el gen alterado. Esta estrategia,

utilizada en algunas especies de hongos (Jeon ez al., 2007), no ha generado resultados de interés en

el caso de B. cinerea (Tudzynski y Siewers, 2004).



5.1.d. Silenciamiento génico por ARN de interferencia

La técnica del silenciamiento se basa en la introduccién de un transgen (generalmente un fragmento
de pequeno tamano del gen diana) con la consiguiente reduccién de la expresién del gen enddge-
no mediante un sistema similar al RNA de interferencia de mamiferos o la cosupresién en plantas
(Fulci y Macino, 2007). El silenciamiento génico se ha mostrado como una técnica muy efectiva en
hongos patégenos de plantas (Kadotani ez al., 2003) y puede ser de gran interés en genes que son
importantes en viabilidad o que son esenciales, ya que su expresién puede mantenerse a diferentes
niveles. El silenciamiento simultineo de multiples genes es factible usando construcciones génicas
quiméricas (Fitzgerald ez al., 2004). Estrategias de silenciamiento génico parcial o inducido (Patel ez
al., 2008) pueden permitir examinar las consecuencias de la eliminacién de los productos del gen,

asi como el andlisis de familias génicas.
5.2. Métodos indirectos de analisis de la funcion génica en B. cinerea

Aunque la obtencién de mutantes alterados en el proceso de infeccién sea la estrategia esencial y
fundamental en el estudio de los factores de patogenicidad de B. cinerea, hay que tener en cuenta
la naturaleza multinucleada de este hongo y la frecuente aparicién y formacién de micelios hetero-
cariontes en la naturaleza. Estas caracteristicas del patégeno pueden hacer que los métodos usados
para la obtencién de mutantes, por mutagénesis dirigida o por silenciamiento génico, resulten muy
laboriosos y, en ocasiones, infructuosos. Ademds, puesto que la mayoria de los genes candidato “es-
perados” ya han sido analizados y estudiados en un mayor o menor grado, otras estrategias deben
ser aplicadas para identificar otros factores que no se aprecian de manera tan directa y que pueden
jugar un papel relevante en el proceso de infeccién. En la actualidad se estdn utilizando diversas
estrategias para llevar a cabo estos estudios.

Por un lado, el uso de mutagénesis insercional aleatoria, que permite identificar posibles
genes candidatos al observar los fenotipos obtenidos. Aunque la técnica REMI ha sido usada exi-
tosamente en diversos hongos fitopatégenos (Balhadére ez 4l., 2007), parece que en B. cinerea no
funciona del todo bien (Tudzynski y Siewers, 2004). Esto ha hecho que la transformacién me-
diante Agrobacterium esté siendo utilizada en varios laboratorios con este mismo objeto, lo que ha
generado una coleccién de mutantes con fenotipos diversos, de los cuales se han detectado algunos
relacionados con virulencia (Williamson ez a/., 2007).

Otra estrategia utilizada se basa en el estudio de los niveles de expresién de algunos genes
durante ciertas etapas del desarrollo del hongo o durante el proceso de infeccién. Para llevar a cabo

estas observaciones se utilizan diversas metodologias, como el dnalisis de la expresién diferencial
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mediante técnicas basadas en RT-PCR (Benito et 4/, 1996) o en hibridacién sustractiva. La in-
minente disponibilidad de microarrays permitird realizar estos estudios sobre todo la totalidad del
genoma de B. cinerea.

Por dltimo, no hay que olvidar que tanto el genoma de dos cepas de B. cinerea, cepa B05.10
y cepa T4, asi como el genoma de la cepa 1980 de S. sclerotiorum, especie muy préxima filogené-
ticamente a B. cinerea, han sido secuenciados. La informacién derivada de estos tres proyectos de

secuenciacion ha sido liberada y estd a disposicién de la comunidad cientifica.

5.3. Analisis y caracterizacion funcional de genes expresados diferencialmente
in planta.

Nuestro grupo de trabajo en el Departamento de Microbiologia y Genética de la Universidad de
Salamanca - Centro Hispano-Luso de Investigaciones Agrarias (CIALE) estd trabajando en la carac-
terizacién de los factores y mecanismos de patogenicidad de B. cinerea. Con el fin de profundizar
en estos andlisis, la aproximacién experimental seguida se basa en la caracterizacién de genes del
patdgeno cuya expresion es inducida especificamente, o cuyo nivel de expresién aumenta significa-
tivamente, iz planta durante la interaccién con el huésped. Este trabajo se fundamenta en particular
en los resultados obtenidos del estudio de expresién génica diferencial durante la interaccién B.

cinerea-tomate (Benito et al., 1996).

5.3.a. Expresion diferencial mediante DDRT-PCR

En un principio, el andlisis de la expresién génica diferencial se ha basado fundamentalmente en
procedimientos de hibridacién. En el andlisis de las interacciones hongo patégeno-planta estos
procedimientos se han utilizado satisfactoriamente en el aislamiento de genes codificantes de es-
tructuras de infeccidén y genes inducidos durante la patogénesis. Estos procedimientos, laboriosos,
lentos y con una sensibilidad limitada, han sido sustituidos por procedimientos més precisos y con
un nivel de sensibilidad cada vez mds elevado que han conducido finalmente al establecimiento
de procedimientos de anilisis de expresién génica global basados en técnicas de hibridacién con
micromatrices de DNA o basados en la secuenciacién masiva de cDNA derivados del conjunto de
los RNA mensajeros que son transcritos en unas condiciones dadas. Uno de los procedimientos que
fue desarrollado y aplicado con éxito en esta fase intermedia, que podemos considerar “puente”, ha
sido aquél denominado DDRT-PCR (Differential Display Reverse Transcription — PCR, o visuali-
zacién diferencial de la expresién génica mediante transcripcién reversa — PCR, en espafiol) ). Este
método es mds rdpido y presenta una sensibilidad mayor que aquellos primeros procedimientos, al

estar basado en PCR. Debido a su mayor sensibilidad ha permitido el estudio y anilisis de sistemas



en los que la cantidad de material biol6gico constituye una limitacién, como ocurre en las etapas
tempranas del proceso de infeccién.

La técnica de DDRT-PCR se basa en la obtencién de fragmentos de cDNA mediante trans-
cripcién inversa y posterior amplificacién mediante PCR a partir de los RNA mensajero que estdn
presentes en un momento determinado en unas condiciones dadas en un tipo celular concreto o en
un organismo de interés. La visualizacién de los fragmentos de cDNA amplificados ofrece una pa-
nordmica del conjunto de genes expresados en esas condiciones y en ese momento en ese organismo
y resulta posible comparar los patrones de bandas y, por lo tanto, de expresién génica por ejemplo
de un mismo organismo ante distintas condiciones ambientales, de un mismo organismos durante
distintas fases de desarrollo o de
distintos tipos celulares entre si.

El procedimiento se basa
en la utilizacién de una colec-
cién de cebadores Oligo-dT de

11 residuos de timidina con dos

o1.-t

- B.c.-t (16h)1
- B.c.-t (16h)2

-L.e.
- B.c.

nucleétidos adicionales en su ex-
tremo 3’ que son especificos de
cada cebador. Cada uno de estos

. . . 3 g 2 4
cebadores tiene una combinacién ~ interaccién especifica

particular y diferente en los dos
ultimos nucledtidos de su extre-
mo 3’: A, G o Cen la pentltima
posicién y A, G, C o T en la ul-
tima. Son posibles entonces (3 x
4 = 12) combinaciones diferentes
de nucledtidos en estas dos posi-
ciones y surgen asi 12 cebadores
distintos. Estos cebadores son los

cebadores reversos que se utilizan  interaccién especifica

en la reaccién de transcripcién in- — -
interaccién especifica

versa mediante la cual se generan

Figura 5.1 (Tomado de Benito ez /., 1996)

Gel representativo de un andlisis mediante DDRT-PCR
de ¢cDNA de una cadena corres- ~ llevado a cabo utilizadndo como material de partida
muestras de RNA mensajero derivado de:

* Interaccién P infestans - tomate (P.i.-t)

nucledtidos especificos en el ex- ¢ hojas de tomate (L.e.)

e Interaccién B. cinerea - tomate a las 16 horas (B.c.-t)
*  B. cinerea cultivado in vitro

las correspondientes poblaciones

pondientes. La extensién de dos

tremo 3’ de cada cebador reverso

proporciona especificidad en el

37



38

Analisis y caracterizacion de genes de B. cinerea inducidos in plania

David Benito Pescador

anillamiento del cebador y sélo aquellos RNA mensajeros que presentan inmediatamente antes de
la cola de poliA la secuencia de dos nucle6tidos complementaria a los dos nucledtidos especificos de
cada cebador reverso servirdn de molde en la reaccién de transcripcion inversa. Puesto que se trabaja
con 12 cebadores reversos distintos, en conjunto se generan 12 subpoblaciones de cDNA diferentes,
cada una de las cuales deriva de una poblacién de RNA mensajero que representa e incluye aproxi-
madamente una duodécima parte del total de RNA mensajero presentes en la muestra original. Este
paso de sintesis de cDNA en 12 reacciones de transcripcién inversa independientes con cada uno
de los 12 cebadores reverso diferentes es crucial en el desarrollo del procedimiento de DDRT-PCR,
ya que permite subdividir la poblacién original de RNA mensajero en 12 subpoblaciones de menor
tamafio y subdividir, a su vez, el nimero total de bandas que pueden aparecer en las reacciones de
PCR posteriores en cada caso, permitiendo su resolucién en geles de acrilamida.

En una segunda fase, el procedimiento se basa en la realizacién de una serie de reacciones
de PCR que se llevan a cabo utilizando como molde cDNA derivado de cada reaccién de sintesis
de cDNA. En cada reaccién se utilizan como cebadores por una parte el mismos cebador reverso
utilizado en la reaccién de sintesis de cDNA y un cebador de pequefio tamafio, generalmente un
decdmero, de secuencia aleatoria (con un contenido G+C de 50%). La reaccién de PCR se lleva a
cabo en condiciones de baja temperatura de anillamiento para permitir el anillamiento de cebadores
de pequefio tamafio y en presencia de un dNTP marcado radiactivamente. Los productos de ampli-
ficacién se resuelven en un gel de acrilamida y se detectan mediante autoradiografia.

Para llevar a cabo un andlisis de expresién génica diferencial se aplica todo el procedimiento
experimental exactamente en las mismas condiciones (en paralelo) pero partiendo de muestras de
RNA mensajeros derivadas de las distintas situaciones experimentales objeto de estudio. Finalmen-
te se comparan los patrones de bandas obtenidos con cada combinacién de cebadores en todas las
muestras de interés tratando de identificar aquellas bandas que puedan resultar especificas de unas
condiciones dadas. Estas bandas representan fragmentos de cDNA derivados de genes que se expre-
san diferencialmente en el juego de condiciones que estdn siendo analizadas.

En nuestro laboratorio estamos aplicando esta aproximacién al andlisis de la interaccién B.
cinerea-tomate, concretamente al andlisis de los mecanismos que son activados especificamente du-
rante los estadios iniciales de la interaccién (reconocimiento del huésped y penetracién) y durante
la formacién de lesiones dispersivas. Para su estudio se ha establecido, en primer lugar, un sistema
de inoculacién artificial que proporciona eficiencias de infeccién elevadas y resultados reproducibles
(Benito ez al., 1998). Disponiendo de material infectado, se ha iniciado la comparacién, mediante
“differential display”, de los patrones de expresién del hongo y de la planta durante la interaccién
en las fases indicadas con los patrones de expresién tanto del hongo durante su crecimiento sapro-
fitico como de la planta sana. Para distinguir entre los genes del hongo que se expresan diferencial-
mente durante la interaccién y los genes de la planta que se expresan en respuesta al patdgeno se

han incluido en este andlisis comparativo los patrones de expresién de la planta infectada con otros



patégenos caracteristicos (Phytophthora infestans y el Virus de la Necrosis de Tabaco). Este andlisis
ha permitido aislar varios fragmentos de cDNA derivados de genes de B. cinerea cuya expresién es
especificamente inducida iz planta o cuyo nivel de expresién aumenta significativamente durante
la interaccién (Benito ez al., 1996). La Figura 6.1 muestra un ejemplo representativo de los geles de
acrilamida obtenidos en el que las fechas identifican fragmentos de cDNA presentes en las carreras
derivadas de muestras obtenidas de hojas de tomate infectadas con B. cinerea pero no en muestras
derivadas de hojas no infectadas y de micelio de B. cinerea cultivado in vitro. Son estas las bandas

seleccionadas para su posterior andlisis.

5.3.b. Senales detectadas y genes expresados en la interaccion B. cinerea-
tomate

El andlisis mediante DDRT-PCR de la interaccién B. cinerea-tomate permitié detectar varios frag-
mentos de cDNA derivados de genes de B. cinerea cuya expresion es inducida especificamente in
planta durante la interaccién del hongo con tomate, lo que hace suponer que los productos génicos
asociados a estos fragmentos estardn implicados en el proceso de infeccién. Dos fragmentos obteni-

dos, y sus genes asociados, constituyen el objeto de este trabajo.

5.3.b.1. Fragmento ddB-2

El fragmento ddB2 (ntiimero de acceso Genbank Z70214) presenta 265 pares de bases. Mediante

hibridaciones tipo northern se comprobé que el gen codificador del RNA mensajero a partir del
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Figura 5.2 (Tomado de Benito et al., 1996)

Andlisis de expresion mediante Northern blot utilizando como sonda el fragmento ddB2
marcado radiactivamente sobre muestras de RNA total (20ug en cada carrera) derivados de
hojas de tomate infectadas con P infestans (i.Pi.), de hojas de tomate infectadas con TNV
(i. TNV), hojas de tomate (L.c.), B. cinerea derivada in vitro (B.c.) y hojas de tomate infec-
tado}i con B. cinerea 'y recogidos a distintos tiempos después de la inoculacién I.B.c. (16h a
120h).

A: Area del gel de DDRT-PCR donde se detecta el fragmento ddB2 (flecha).

B: Southern blot con 5 mg de ADNgenémico de B. cinerea (B.c.) y de tomate (L.e.) digeri-
dos con HindIIl e hibridado con el fragmento ddB2 marcado radiactivamente.

C: Northern blot del fragmento ddB2 (20 ug ARN).
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cual se ha derivado el fragmento de cDNA ddB2 tiene un tamafo de 1,8 kb aproximadamente y se
expresa Unicamente en estadios tardios del proceso de infeccién, concretamente durante la fase de

colonizacién y maceracién del tejido infectado. Su expresién no es detectable in vitro.

5.3.b.2. Fragmento ddB-47

El fragmento ddB47 (niimero de acceso Genbank Z71215) presenta 222 pares de bases. La hibri-
dacién realizada con el fragmento ddB47 permite detectar dos RNA mensajeros de tamano diferen-
te, el primero con un tamafo estimado de aproximadamente 1,4 kb y el segundo con un tamafio
estimado aproximado de 1,0 kb. Presentan un patrén de expresién transitoria, con maximos de
expresién en las fases de penetracién, formacién de lesiones dispersivas y colonizacién del tejido

infectado, y son inducidos en gran medida i planta.

Figura 5.3 (Tomado de Benito et al., 1996)

Anilisis de expresién mediante northern blot utilizando como sonda el fragmento ddB47
marcado radiactivamente sobre muestras de RNA total (20ug en cada carrera) derivados de
hojas de tomate infectadas con P infestans (i.Pi.), de hojas de tomate infectadas con TNV
(i. TNV), hojas de tomate (L.¢.), B. cinerea derivada in vitro (B.c.) y hojas de tomate infec-
tadOﬁ con B. cinerea y recogidos a distintos tiempos después de la inoculaciéon I.B.c. (16h a
120h).

A: Area del gel de DDRT-PCR donde se detecta el fragmento ddB47(flecha).

B: Southern blot con 5 pg de DNA gendmico de B. cinerea y tomate digeridos con HindlIIl
e hibridado con el fragmento ddB47 marcado radiactivamente.

C: Northern blot del fragmento ddB47 (20 ng ARN).
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. Aislamiento, identificacién y clonacién de los genes de los que derivan los fragmentos de cDNA

ddB2 y ddB47 obtenidos mediante DDRT-PCR en B. cinerea.

. Andlisis de la expresién de los genes de los que derivan los fragmentos de cDNA ddB2 y ddB47

de B. cinerea durante el crecimiento saprofitico y durante la interaccién planta-patdgeno.

Caracterizacién estructural de los genes de los que derivan los fragmentos de cDNA ddB2 y

ddB47.

Obtencién de mutantes de B. cinerea deficientes en el gen o genes de los que derivan los frag-

mentos de cDNA ddB2 y ddB47 mediante técnicas de reemplazamiento génico.

Caracterizacién fisioldgica de los mutantes de B. cinerea deficientes en el gen o genes codifica-

dores de los fragmentos ddB2 y ddB47: crecimiento saprofitico y crecimiento in planta.
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6. Organismos

6.1. Plantas

Las plantas usadas para los experimentos de inoculacién son:

» Tomate (Solanum lycopersicum L.) variedad Roma, cultivadas y cedidas por los Doctores Pablo
Benavides y José Luis Palomo del Centro de Diagndéstico de Aldearrubia, Salamanca, de la Junta
de Catilla y Ledn.

* Judia (Phaseolus vulgaris L.) cultivadas en los invernaderos del Centro Hispano-Luso de Inves-

tigaciones Agrarias (CIALE)

6.2. Hongos

La cepa tipo silvestre de B. cinerea, B05.10, fue obtenida en el laboratorio del Profesor Paul Tudzyn-
ski (Wilhelms Universitit Miinster, Alemania) (Biittner ez a/., 1994). Se trata de una cepa haploide
ampliamente caracterizada en diversos laboratorios y obtenida mediante el tratamiento con beno-
milo (Quidde ez al., 1999) de la estirpe de referencia SAS56 (Faretra ez al., 1988).

Ademds de la cepa tipo silvestre (TB05.10) se utilizaron las cepas mutantes alteradas en los

genes a estudiar y las cepas regenerantes obtenidas a partir de protoplastos no transformados.

6.3. Bacterias

La cepa de E. coli DH5a (F-, supE44, AlacU169, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl) fue
utilizada en todos los experimentos de transformacién bacteriana.
La cepa de E. coli LE392 (F-, hsdR514, supE44, supF58, lacY1, gall122, merB1, trpR55, A-)

(Promega, USA) fue usada en los experimentos de infeccién y multiplicacién de bacteriéfagos.

6.4. Virus

El bacteriéfago Lambda3 de Promega fue usado como vector de clonacién y construccién de una

genoteca de DNA gendmico de B. cinerea cepa B05.10.
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7. Medios y condiciones de cultivo

7.1. Plantas

Las plantas de tomate fueron cultivadas en vermiculita (Projar, SA) previamente esterilizada me-
diante dos ciclos de autoclave de 60 minutos de duracién, en el invernadero del Centro de Diagnés-
tico de Castilla y Ledn (Aldearrubia, Salamanca) durante 8 semanas, a una temperatura de 22 °C,
con un régimen de fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad y riegos periddicos afiadiéndose
fertilizante cada siete dias. Las plantas de judia se cultivaron en las mismas condiciones sembrando
las semillas directamente en sustrato comercial estéril y creciendo las plantas durante 4-5 semanas

antes de su utilizacién.

7.2. Hongos

El cultivo del hongo se realizé en medio liquido o sélido dependiendo del micelio que requeria el

experimento.

7.2.a. Cultivo en medio liquido de B. cinerea.

El medio estdndar usado para el cultivo de B. cinerea en medio liquido fue el medio B5 que contiene
sales Gamborg’s B5 con vitaminas (AppliChem GMBH, Germany) (3,17 g/l) suplementado con 10
mM Sacarosa y 10 mM KH,PO, con un pH 6. El medio fue inoculado rutinariamente con 5x10°
conidios ml" (esporas/ml), mantenido a temperatura ambiente sin agitacion por una hora para fa-
vorecer la sincronizacién en la germinacién e incubado posteriormente a 22 °C con agitacién a 180
rpm. Alternativamente se utiliz6 extracto de malta — ME (Difco Laboratorios, MD, USA) al 1%
cuando se necesité un medio mds rico para determinar un desarrollo del hongo mds rdpido o para

obtener micelio para la preparacién de protoplastos.
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7.2.b. Cultivo en medio solido de B. cinerea.

Para la obtencién de conidios se sembraron placas preti de Potato Dextrose Agar — PDA (Difco
Laboratorios, MD, USA) suplementadas con 30% p/v de extracto de hojas de tomate trituradas
(Benito et al., 1998). Dichas placas fueron inoculadas bien a partir de suspensiones de conidios,
bien a partir de trozos de micelio transferidos con pinzas estériles y se dejaron crecer durante 4 dias
a 22 °C. Una vez que el micelio ha cubierto la placa petri, se favorece la conidiacién al exponer el
micelio a luz ultravioleta de onda larga (280-420 nm) durante 16 horas. Las placas se incuban en-
tonces por una o dos semanas hasta tener la maxima produccion de conidios.

Para el andlisis del crecimiento saprofitico se utilizaron placas de medio Malt Extract Agar
- MEA (Difco Laboratorios, MD, USA) y de medio B5 sélido compuesto por sales Gamborg’s B5
con vitaminas (AppliChem GMBH, Germany), 10 mM Sucrosa, 10 mM KH_ PO, pH 7 y 2%
agar.

La selecciéon de transformantes resultado de la transformacion de B. cinerea se realizé utili-
zando el medio MEA al que se afadid, una vez esterilizado en el autoclave, 70 pg/ml de higromi-
cina (Roche Diagnostics GMBH, Mannheim, Germany) para la primera seleccién y 50 pg/ml de

higromicina para las réplicas posteriores.

7.3. Bacterias

E. coli fue cultivada en medio Luria-Bertani (LB) liquido (0,5% de extracto de levadura (Difco),
1% de bactotriptona (Difco) y 1% de NaCL) o sélido (0,5% de extracto de levadura (Difco), 1%
de bactotriptona (Difco), 1% de NaCL y 2% de agar). La temperatura de incubacién fue 37 °Cy
en el caso de cultivo en medio liquido se aplicé agitacién a 180-220 rpm. Cuando fue requerida
la seleccidn de colonias utilizando la resistencia a antibidticos, se afiadieron, después de esterilizar
el medio LB en el autoclave, 100 pg/ml de ampicilina (Sigma-Aldrich) esterilizada por filtracién.
Cuando se llevaron a cabo infecciones con bacteriéfagos, el medio LB fue suplementado con 0,2%

maltosa y 10 mM MgCl, para favorecer la infeccién.

7.4. Bacteriofagos

Los fagos se conservaron a 4 °C en tampén de fagos (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM NaCl, 10
mM MgSO,). La bacteria utilizada como hospedador fue la cepa de E. coli LE392, que fue cultivada



en medio LB suplementado con 0,2% maltosa y 10 mM MgCl, a 37 °C en agitacién a 180-200
rpm hasta lograr una ODG600 de 0,6. Se mezclaron 100 pl de diluciones de fagos con 100 pl del
cultivo de bacterias y se incubé la mezcla a 37 °C durante 30 minutos. La suspensién de bacterias-
fagos se mezcl6 con 3 ml de top-agar compuesto por LB, 10 mM MgSO,, 0,2% maltosa y 0,7%
de agarosa, precalentado a 50 °C. Inmediatamente después de mezclarlos suavemente se vertieron
sobre placas de LB las cuales se dejaron solidificar sobre una superficie equilibrada y fueron incuba-

das a 37 oC durante una noche o hasta observar halos de infeccién.
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8. Manipulacion de B. cinerea

8.1. Recoleccion de conidios de B. cinerea

La recoleccién de esporas se realizé en una campana de flujo laminar para garantizar las méximas
condiciones de esterilidad. Sobre placas esporuladas de B. cinerea se anadieron 10 ml de una dilu-
cién 5x10*% de Tween20 (P5927 SIGMA St. Louis, MO, USA) y se froté suavemente la superfi-
cie de la placa con un asa de siembra para favorecer la liberacién de los conidios en la suspensién de
Tween20. Posteriormente, se recogid la suspensién con una pipeta y se deposité en un embudo con
lana de vidrio en su parte mds estrecha utilizado como filtro de micelio. La suspensién de esporas
fue transferida a un tubo de centrifugacién de 50 ml. Se repitié de nuevo la operacién con agua
MilliQ estéril para recoger los conidios que pudieran haber quedado sobre la placa petri.

La suspensién de conidios se centrifugé a 1.000 rpm durante 10 minutos y se eliminé el
sobrenadante. Se afiadieron 40 ml de agua MilliQ estéril, se resuspendieron los conidios mediante
agitacién vigorosa y se volvié a centrifugar la suspensién a 1.000 rpm por 10 minutos. Este proceso
de lavado se repitié dos o tres veces. El tltimo lavado se realizé a 750 rpm para sedimentar los ma-
croconidios y poder eliminar los microconidios que quedan en suspensién. Finalmente, después del

ltimo lavado, las esporas fueron resuspendidas en 10 ml de agua destilada estéril.

-
- -
-
-
-
-

Figura 8.1

Extraccién de conidios de B. cinerea a partir de una placa de PDA-tomate.
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Se procedié a la determinacién del ndmero de esporas en cdmara Thoma mediante la reco-
gida de una alicuota de la suspensién de esporas resultantes que se diluy6 (1:10, 1:100 y 1:1000).

La concentracién de esporas fue calculada teniendo en cuenta las caracteristicas de la cdmara Thoma

utilizada, las repeticiones realizadas y el factor de dilucién aplicado.

8.2. Conservacion de aislados

Una vez recolectados y lavados los conidios, éstos fueron almacenados a 4 °C en agua estéril durante
7 a 10 dias para su uso en fresco. Para una conservacion a largo plazo, la suspension de esporas se con-
servé en 15% glicerol (Panreac Quimica, S.A.) a -80 °C. Para periodos de tiempo corto (hasta 3 me-

ses), se puede conservar el hongo esporulado en placas de medio sélido, selladas con Parafilm “M”

(American Nacional Can), a 22 °C.

8.3. Obtencion de cultivos monosporicos

Para la obtencién de cultivos monospéricos de los aislados de interés, éstos fueron cultivados en pla-
cas con medio MEA. Se recogieron conidios de cada una de ellas y se determiné su concentracién,
sembrindose a continuacién 100 esporas en cada placa e incubdndose posteriormente durante 16
horas a 22 °C. Con la ayuda de una lupa binocular y de una aguja enmangada estéril se transfirieron
individualmente los conidios germinados, es decir, aquellos que presentaban tubo germinativo, a
placas de MEA (5 a 7 conidios/placa). A las 72 horas se hicieron réplicas ya individualizadas de las
colonias transfiriendo pedacitos de agar con micelio del borde de crecimiento a placas nuevas de
medio de cultivo PDA. De cada aislado se eligieron los tres derivados monospéricos que presenta-
ban un mejor crecimiento y se transfirieron a placas individuales de PDA-tomate, para favorecer
una rdpida esporulacién. En el caso de aislados transformados y elegidos por seleccién por resisten-
cia a antibidtico, se realizaron entre 5-7 réplicas sucesivas a placas de medio con el antibiético en

cuestién, antes de proceder a la esporulacién, para enriquecer en nicleos transformados el aislado

seleccionado.



9. Estudio del fenotipo en B. cinerea

9.1. Ensayos de crecimiento saprofitico

Una suspension de 1x10° esporas/ml en agua destilada estéril fue utilizada como stock inicial de
las cepas de B. cinerea. El medio de cultivo fue MEA o B5 sélido segun las necesidades de cada
experimento.

En el centro de cada placa petri se deposité una gota de 5 pl de la suspensién de conidios
para obtener 500 esporas totales. Por cada cepa se sembraron 4 placas para obtener un niimero de
repeticiones estadisticamente significativo.

Las placas se dejaron crecer a 22 °C y se midié el didmetro de la colonia a los dias 2, 3,4 y
5 después de la inoculacién de las placas. Por cada placa se midieron 2 didmetros perpendiculares
registrindose para su posterior andlisis. Las placas se siguieron incubando a 22 °C para observar su

fenotipo respecto a la produccién de esclerocios.
9.2. Ensayos de infeccion en planta

9.2.a. Caracterizacion fitopatolégica

El andlisis del grado de infeccién de cepas de B. cinerea se realizé segin Benito ez al. (Benito ez al.,
1998). En primer lugar se preparé una suspension de conidios (1x10° esporas/ml) de cada aislado
a analizar en los medios B5 Gamborg’s Salts y en Potato Dextrose Broth preparado a mitad de la
concentracién indicada por el fabricante (PDB 12) y se dejaron reposar durante una hora a tempe-
ratura ambiente.

Mientras los conidios reposaban, se preparé el material vegetal a infectar. Se eligieron hojas
de plantas de tomate de 7-8 semanas de edad y en el caso de la judia de plantas de 2 semanas de
edad. Se cortaron las hojas y se insertaron por el peciolo en bloques de material inerte y absorbente
(espuma de floristeria) previamente saturado en agua y colocados sobre placas petri con agua. Esta
estructura se dispuso en bandejas de pldstico en cuya base se colocd papel absorbente humedecido y
una rejilla de plastico que permitiera una separacién entre el papel humedo y las hojas inoculadas.
Con trozos de poliestireno se elevaron las hojas o foliolos que entraban en contacto con la rejilla y

papel humedecidos, como se puede observar en la Figura 9.1.
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Figura 9.1
Sistema de infecién en hojas de tomate, donde se observan la bandeja, el papel humedecido, la
rejilla y la espuma de material inerte humedecida donde se asientan las hojas de tomate.

Se inocularon sobre las hojas gotas de 5 pl con 500 conidios. Se dejaron secar durante 30-

60 minutos a temperatura ambiente y se sell6 la parte superior de las bandejas con una pelicula de
pldstico para crear unas condiciones de alta humedad relativa (HR). Las bandejas se mantuvieron
durante 48 horas en germinadores a una temperatura de 22 °C, 80% HR y 16 horas de fotoperio-
do.

Para el andlisis del proceso de infeccién, la agresividad de los distintos aislados analizados se
evalué cuantificando dos pardmetros diferentes: en primer lugar estimando el porcentaje de lesiones
dispersivas producidas, y en segundo lugar el didmetro medio de las lesiones dispersivas producidas
y el progreso de la infeccién en cada caso. Las lesiones dispersivas que presentaran un didmetro igual

al de la gota de inoculacién (unos 3 mm) se consideraban lesiones necréticas o nulas.

9.2.b. Obtencion de material infectado para la extraccion de DNA y RNA

Para la obtencién de material infectado se utilizé el modelo tomate-B. cinerea (Benito et al., 1998).
Se prepar6 una suspensién de 10° esporas/ml que se inocularfa en hojas de tomate preparadas en

bandejas como se ha descrito en el apartado anterior.




La inoculacién se realizé por medio de un spray que contenia la suspensién de esporas y que
creaba una red de pequenas gotas sobre la superficie de la hoja. El spray estaba impulsado gracias
a la presién ejercida por una botella de N. Las muestras se dejaron secar por 30 minutos a tempe-
ratura ambiente y se cubrieron por una ldmina de pldstico. Después se incubaron a 22 °C, 80 %
HR y 16 horas de fotoperiodo. Las hojas se recogieron a las 8, 12, 16, 32, 48, 72, 96 y 120 horas
después de la inoculacién de las hojas (hpi), congeldndolas en nitrégeno liquido y conservindolas

a-80 °C.
9.3. Estudios de microscopia

Para la observacién microscépica de B. cinerea, tanto del tipo silvestre como de los transformantes
y mutantes originados en este trabajo, se utiliz6 diverso equipamiento éptico. Dependiendo del

objetivo del estudio se utilizé distintos tipos de 6ptica.

9.3.a. Microscopia optica

Para el estudio y la manipulacién de conidios y de micelio se trabajo siempre en el rango de luz vi-
sible, utilizando un microscopio de fluorescencia Leica DMLB y una lupa binocular Leica MZ95.
La lupa se atilizo tambien para observar el grado de maduracién del micelio en la recoleccién de
conidios, asi como para la deteccién de placas contaminadas con otros hongos y/o 4caros, y proce-

der a su eliminacidn.

9.3.b. Microscopia confocal

Para los estudios que comprendian el uso de pigmentos fluorescentes, como el MitoTracker Red,
o de proteinas quimioluminuscentes, como la GFD, se procedié al uso de un microscopio confocal
laser Zeiss LSM 510. Este microscopio estd contruido sobre 3 ldseres individuales (Ar, HeNe 543,
HeNe 633) que permiten la observarcién en longitudes de onda de 458, 488, 514, 543, 568 y 633
nm.

La fluorescencia verde originada por la activacién de la GFP se pudo observar a unos niveles de

excitacion de 470-490 nm y de emisién a 515-550 nm.
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9.3.c. Tinciones

Para la localizacién subcelular de mitocondrias en conidios y micelio de B. cinerea se utilizé Mi-
toTracker© Red CMXRos (M-7512, Invitrogen, USA) (Poot ez al., 1996). Esta molécula, que se
utiliza en el estudio funcional y estructural de mitocondrias con el apoyo de microscopia de fluores-
cencia y confocal (Bkaily ez al., 1997), es un colorante fluorescente-rojo que tifie las mitocondrias
en celulas vivas y su acumulacién depende del potencial de membrana. Se procedié con 50 ml de
cada muestra que se tifieron a una concentracién final de 200 nM durante 20 minutos a 22 °C.
Una gota de 10 pl de la suspensién de esporas se colocé sobre un portaobjetos y se observé al mi-
croscopio confocal. La fluorescencia roja debida a la tincién MitoTracker se observé en unos niveles
de excitacidn a 545-580 nm y de emisién a 600 nm.

Para la observacién en microscopios de luz visible no se utilizaron pigmentos ni tinciones, ya

que la observacién de conidios y micelio de B. cinerea es posible sin el uso de colorantes.



10. Herramientas y procedimientos moleculares

10.1. Extraccion de acidos nucleicos

10.1.a. DNA genomico de B. cinerea

Se utilizaron dos métodos para la extraccién de DNA genémico de B. cinerea, un método estindar,
mis eficiente y laborioso, para obtener gran cantidad de DNA de calidad (Moller ez 4/.,1992) y un
método rdpido y sencillo para obtener DNA genémico para su utilizacién como molde en reaccio-

nes de PCR para el andlisis de transformantes.

10.1.a.1. Método estandar

Se parte de pasta de micelio derivada de un cultivo en medio B5 en agitacién durante 16 horas,
recogido por sedimentacién y secado entre piezas de papel secante. Esta pasta fue marcada y sumer-
gida en nitrégeno liquido pudiendo ser almacenada a -80 °C para un posterior procesamiento.

Unos 200 mg de la pasta de micelio congelado fueron depositados en un mortero y molidos
en presencia de nitrégeno liquido. Se anadieron 700 pl de tampén TES (100 mM TRIS-HCI pH 8,
10 mM EDTA y 2% SDS) al mortero y se descongelé el polvo del micelio mezclindolo suavemente
para conseguir una suspensiéon homogénea. 500 pl de la suspension fueron apartados a un tubo de
1,5 ml al cual se anadieron 5 pl de proteinasa K [20 pg/pl] y que se incubé durante 60 minutos a
60 °C.

Se ajustd entonces la concentracién de sales (NaCl) a 1,4 M con 140 pl de 5M NaCl y se
afadieron 1/10 volumenes de 10% CTAB. Se incub6 toda la mezcla durante 10 minutos a 65 °C.

Transcurrido este tiempo, se anadié 1 volumen de SEVAG (cloroformo:isoamilico 24:1) y
el volumen resultante se mezcl6 suavemente y se incubé en hielo durante 30 minutos. Se centrifugé
posteriormente la mezcla a 10.000 rpm, a 4 °C y durante 10 minutos. La fase acuosa se transfirié a
dos tubos de 1,5 ml, dividiendo la extraccién en dos tubos con aproximadamente 700 pl de muestra
en cada tubo.

Posteriormente, se afadieron 112,5 ul de 5 M acetato aménico (CH,COONH,) a cada

tubo, se mezclaron suavemente y se incubaron los tubos en hielo durante al menos 30 minutos.
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Después se centrifugaron a 12.000 rpm, a 4 °C y durante 10 minutos y el sobrenadante se transfirié

a un nuevo tubo de 1,5 ml, desechdndose el resto.

En este momento se afadieron 10 pl de RNAsa (R4875, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA) a una concentracién de 10 pg/pl a cada uno de los tubos y se prolongé la incubacién a 37 °C

durante 1 hora.

Posteriormente, se extrajo dos veces la fase soluble de las muestras con 0,5 volumenes de
fenol y 0,5 volimenes de SEVAG (400 pl por tubo). En cada extraccién después de afadir el fenol-

cloroformo la mezcla se agité vigorosamente, se centrifugé a 10.000 rpm a 4 °C durante 10 minu-

tos y se separé la fase acuosa a un nuevo tubo.

Se extrajo después la fase acuosa de nuevo con un volumen de SEVAG. Se afadieron 800 pl

a cada uno de los dos tubos, se mezclé, se centrifugé a 10.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos y se

separd la fase acuosa sobrenadante a un nuevo tubo.

Finalmente, para precipitar el ADN se afiadieron 450 pl de isopropanol (0,55 volimenes) a
cada tubo y la mezcla se centrifugé a 12.000 rpm y 4 °C durante 10 minutos. Se deseché el sobre-
nadante y se anadieron 400 pl de 70% etanol a cada tubo. Se centrifugé la muestra a 13.000 rpm

y 4 °C durante 10 minutos, se elimind el sobrenadante y de cada tubo se elimin el etanol residual

en un speedvac.

El precipitado de dcido nucleico se resuspendié en 100 pl de agua MilliQ. Para el andlisis de

la concentracién de ADN ha sido utilizado rutinariamente un método espectrofotométrico (Nano-

drop ND-1000). Las muestras se almacenaron a 4 °C para un futuro uso.

10.1.a.2. Método rapido

En este método el material de partida es micelio aéreo crecido en medio sélido que es recogido ras-
pando la superficie de la placa de cultivo con un bisturi, teniendo cuidado de no arrastrar restos de

agar. Para extraer DNA genémico se depositan unos 100-200 mg de micelio en un tubo de 1,5 ml

conteniendo 300 mg de bolas de vidrio de 0,5 mm de didmetro.

Se anadieron 500 pl de Tampén de Extraccién (100 mM NaCl, 10 mM TRIS-HCI pH 7,5,
1 mM EDTA y 3% SDS). El micelio se molié entre bolas de vidrio con ayuda de una varilla de

vidrio, se agitd fuertemente en el vértex y se incubé a 60 °C durante 5 minutos.

Después de una centrifugacién a 10.000 rpm de 2 minutos, el extracto recuperado se ca-

lent6 a 80 °C durante 10 minutos, se centrifugd a 13.000 rpm durante 2 minutos y se extrajo el

sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 ml.



Se afadié un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), se mezcld, se centrifugd a
10.000 rpm y 4 °C durante 10 minutos y se extrajo la fase acuosa transfiriéndola cuidadosamente
a un nuevo tubo de tipo Eppendorf de 1,5 ml.

El DNA fue precipitado afnadiendo 0,7 volimenes de isopropanol y centrifugando a 13.000
rpm y 4 °C durante 5 minutos. Después se lavé con etanol 70%, se centrifugé a 13.000 rpm y
4 oC durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y el precipitado se secé en un speedvac. Se
afadieron, finalmente, 25 pl de agua MiliQ para resuspender el precipitado de dcido nucleico y se

almacené a -20 °C.

10.1.b. ADN plasmidico

Para el aislamiento de ADN plasmidico multiplicado en E. co/i se utilizaron distintos procedimien-

tos experimentales, eligiéndose uno u otro en funcién de las necesidades particulares en cada caso.

10.1.b.1. Minipreparacion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina

E. coli transformada con un pldsmido portador de resistencia a ampicilina fue cultivada en 5 ml de
LB con 100 pg/ml de ampicilina durante una noche. El cultivo se centrifugé a 4.000 rpm durante
10 minutos, se eliminé el sobrenadante y se anadieron 100 pl de solucién I (50 mM glucosa, 25
mM TRIS-HCI pH 8 y 10 mM EDTA pH 8). Se resuspendié el precipitado de células y se incubé
5 minutos a temperatura ambiente.

Se anadieron 200 pl de solucién II (0,2 N NaOH y 1% SDS). Se mezclé suavemente y se
incubd en hielo durante 5 minutos. La extraccién se transfirié a un tubo de 1,5 ml y se anadieron
150 pl de 3 M acetato sédico pH 5,2. Se mezclé suavemente y se incubé en hielo durante 5 minutos
de nuevo. Se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 minutos y se recogié el sobrenadante en un nuevo
tubo, desechiandose el resto.

Un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) fue anadido a la extraccién y
se agitd en el vértex durante 30 segundos. Después las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm por
10 minutos a 4 °C. Se extrajo la fase acuosa a un nuevo tubo, elimindndose el resto. Se anadieron
2,5 voltiimenes de 100% etanol y se centrifugd a 12.000 rpm y 4 °C durante 15 minutos, desechdn-
dose el sobrenadante. Se lavé el precipitado con 200 pl 70% etanol, se centrifugé a 13.000 rpm y
4 oC durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se desecé en el Savant DNA120 SpeedVac
(Thermo Fisher Scientific Inc.). Finalmente el precipitado de 4cido nucleico se resuspendié en 50

pl de agua MilliQQ estéril.
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10.1.b.2. Preparacion de grandes cantidades de ADN plasmidico

Se incubéd E. coli en 100 ml de LB con 100 pg/ml de ampicilina (Sigma Chemical Co, St Louis,
MO) durante una noche hasta obtener crecimiento exponencial. Se centrifugé en dos tubos de 50
ml a 3.000 rpm durante 20 minutos y se desechd el sobrenadante. Se anadieron 10 ml de solucién I
(50 mM glucosa, 25 mM TRIS-HCI pH 8 y 10 mM EDTA pH 8) a cada tubo y se resuspendié el
precipitado. Una vez resuspendidas las células, se transfirié la extraccién a tubos de 50 ml de ultra-
centrifuga y se incubé 5 minutos a temperatura ambiente.

Se anadieron 10 ml de solucién II (0,2 N NaOH y 1% SDS) a cada tubo, se mezclé y se
incubé en hielo durante 10 minutos. Posteriormente se anadieron 7,5 ml de 3 M acetato sédico
a cada tubo, se incubé 20 minutos en hielo y se centrifugé a 10.000 rpm a 4 °C durante 20 mi-
nutos. Se recogié el sobrenadante en nuevos tubos de ultracentrifuga, se anadieron 0,6 volimenes
de isopropanol (16,5 ml) para precipitar el DNA, se incubé de varias horas a una noche a 4 °C, se
centrifugé a 20 °C a 10.000 rpm durante 10 minutos en la supercentrifuga y se deseché el sobre-
nadante.

Se lavé con 10 ml de etanol 70%, se centrifugd a 20 °C y 10.000 rpm durante 10 minutos,
se deseché el sobrenadante y se dejé secar a temperatura ambiente.

El precipitado de DNA de los dos tubos de cada muestra se resuspendié en un volumen
final de 8 ml de agua, se centrifugé a 20 °C y 10.000 rpm durante 10 minutos y se recogi6 el
sobrenadante en un tubo nuevo. Se afiadieron 1/10 volimenes de 3 M acetato sédico (0,8 ml) y
2,5 voliimenes de etanol 100% (20 ml), se centrifugd a 20 °C y 10.000 rpm durante 10 minutos
y se desechd el sobrenadante. Se lavé el precipitado con 10 ml de etanol 70%, se centrifugé a 20
°Cy 10.000 rpm durante 10 minutos, se deseché el sobrenadante y se dejé secar el precipitado a
temperatura ambiente.

Se afadieron 800 pl de agua MilliQ para disolver el DNA y la muestra se transfirié en dos
alicuotas iguales a dos tubos de 1,5 ml. Se afadieron 20 pl de 10 pg/pl de RNAsa libre de DNAsa
a cada tubo y estos fueron incubados durante al menos 30 minutos a 37 °C.

Se anadieron 400 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) a cada tubo. Las mez-
clas resultantes se agitaron en el vortex por 30 segundos, se centrifugaron a 10.000 rpm por 10 mi-
nutos a 4 °C y se extrajo la fase acuosa en cada caso. Este paso de extraccién con fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico se repitié una segunda vez.

Se anadieron 1/10 volumenes de 3 M acetato sédico (40 pl) y 2,5 volimenes de etanol

100 % (1ml), se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos y se desechd el sobrenadante. Se lavd



con 1 ml de etanol 70%, se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos y se deseché el sobrena-
dante. Se eliming el etanol residual en un SpeedVac y finalmente el DNA se resuspendi6 en 200 pl

de agua MilliQ.

10.1.b.3. Utilizacion de un kit comercial para la purificacion de ADN plasmidico

Cuando se necesité obtener pequenas cantidades de DNA plasmidico con un grado de limpieza
superior para determinadas aplicaciones especificas tales como secuenciacidn, se utilizé el kit co-
mercial FastPlasmid (Eppendorf) siguiendo las recomendaciones de uso indicadas por el proveedor.
Este método proporciona ADN plasmidico de gran pureza sin necesidad de llevar a cabo extraccio-

nes con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico.

10.1.c. ADN de bacteriofagos

Para el aislamiento de DNA de fagos se utilizé el kit “Lambda mini” (Qiagen). Los fagos fueron
recogidos incubando 3 ml de tampén de fagos (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM NaCl, 10 mM
MgSO,) en placas con halos de lisis confluentes durante 2-4 horas a temperatura ambiente 0 a 4 °C
toda la noche con agitacién. El tampén con los fagos y los lisados celulares se recogieron en un
tubo de 50 ml para ultracentrifuga y se centrifugaron a 10.000 g durante 10 minutos. Se recogié
el sobrenadante y se afiadié 0,3% de cloroformo para permitir la conservacién de los fagos si fuera
necesario. Se anadié 1 ul RNAsa (10 pg/pl enzima, 10 mM acetato sédico, 100 mM Tris-HCI pH
7,4) y 5 pl DNAsa (2 pg/pl enzima, 10 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM MgCI2) para
eliminar los dcidos nucleicos bacterianos. Posteriormente por medio del kit de Qiagen se extrajo el

ADN del fago siguiendo las recomendaciones de utilizacién indicadas por el proveedor.

10.1.d. Extraccion de ARN total de B. cinerea

Para la extraccién de RNA total se siguié el método basado en la utilizacién del producto “TRI
reagent” (Chomezynski, 1993) manufacturado por la empresa Molecular Research Center INC,
que ha resultado ser mejor, tanto cuantitativamente como cualitativamente, en la extraccién de
RNA frente a otros métodos utilizados.

Se tomaron 100 mg de micelio congelado y se pulverizan en un mortero en presencia de
nitrégeno liquido. Se afiadié 1 ml de TRI reagent y se recogié el homogenado en dos tubos de 1,5

ml. Posteriormente se dejé incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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Se anadieron 100 pl de 100% cloroformo a cada uno de los dos tubos, se agit6 en el vértex y
se incubé a temperatura ambiente durante 2-15 minutos. Se centrifugé a 12.000 gy a 4 °C durante
15 minutos y se recogié el sobrenadante en un nuevo tubo.

Se anadi6 1 volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd, se centrifu-
g6 durante 10 minutos a 4 °Cy 12.000 rpm, transfiriendo la fase acuosa a un tubo nuevo. Se repitié
de nuevo la extraccion. El volumen final de muestra, procesada desde un principio en dos tubos de
tipo eppendorf, se unié en un mismo tubo. A continuacién, 0,55 volimenes de isopropanol fueron
afadidos a cada tubo (550 pl), dejidndolos reposar a temperatura ambiente durante 10 minutos y
centrifugindolos posteriormente a 12.000 rpm y 4 °C durante 10 minutos. Se eliminé el sobre-
nadante y se lavé el precipitado de RNA con 1 ml etanol 70%, se centrifugé a 12.000 gy a 4 °C
durante 10 minutos y se eliminé el sobrenadante. El etanol residual se evaporé en un SpeedVac.

El RNA se disolvié en 200 pl de agua MilliQ estéril con 1% DEPC y se incubé a 65 °C
durante 10 minutos. Posteriormente se dejé en hielo y se midi6 la concentracién mediante un es-

pectrofotémetro tipo Nanodrop (ND-1000, Thermo Fisher Scientific, USA).
10.2. Vectores de clonacion

10.2.a. pGEM-T y PGEM-T easy

Los vectores pGEM-T y pGEM-T Easy son pldsmidos utilizados en la clonacién de fragmentos

de PCR. Estos vectores fueron proporcionados en forma de Kit comercial por la casa Promega. Se
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Estructura de los plismidos pPGEM-T (3.000 nt) y pGEM-T easy (3.015 nt)



adquieren en forma linearizada y presentan un residuo de timina adicional en sus extremos 3’ para
mejorar la eficiencia de la ligacién de los productos de PCR en el pldsmido. Contienen la regién
codificante para la enzima galactosidasa (lacZ) cuya inactivacién insercional permite la identifica-
cién por color de los clones recombinantes. El tamafio de los pldsmidos es de 3.000 y 3.015 pares

de nucledtidos para pGEM-T y pGEM-T Easy, respectivamente.

10.2.b. pBlueScript II SK +/-

pBlueScript II (Stratagene) es un pldsmido de 2.961 pares de nucledtidos derivado del pldsmido
pUCI19 disenado originalmente por el Dr. Messing en la Universidad de California (Yanisch-Perron
et al., 1985).

La designacién SK indica que la orientacién del polilinker en el sentido de la trascripcién
de lacZ procede del sitio de restriccién Sacl al sitio de restriccién Kpnl (la designaciéon KS indi-

carfa la orientacién contraria).
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10.2.c. pOHT

Plismido de 5.279 pares de nucleétidos disenado para proporcionar resistencia a higromicina a

B. cinerea. Estd construido sobre el esqueleto del plismido pBlueScriptSK+ (Stratagene) en cuyo
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BamHl Xpal polilinker se ha clonado una fusién génica que

permite expresar el gen bacteriano de resisten-

b cia a la higromicina.
OliCprom1c Neol Este casete de resistencia incluye la re-
gién estructural del gen que proporciona resis-
Pst| tencia a higromicina (1.017 pares de nucleé-
tidos) fusionada al promotor del gen OliC de
Scll Aspergillus nidulans (876 pares de nucledtidos)
y a un fragmento de ADN genémico de B.

cinerea que incluye la regién terminadora del

Figura 10.3 gen de la tubulina (734 pares de nucleétidos).
Estructura del pldsmido pOHT (5.289 pb)

10.2.d. EMBL3

El vector lambda EMBL3 es distribuido por la casa Promega. Se comercializa en forma de kit con

ambos brazos del fago separados y defosforilados.
10.3. Tratamientos enzimaticos del ADN

10.3.a. Enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN con endonucleasas de restriccién se llevaron a cabo para la caracterizacién
fisica de pldsmidos y fragmentos de ADN y para la construccién de vectores recombinantes, asi
como para la clonacién de fragmentos de ADN. Las diversas enzimas de restriccién fueron propor-
cionadas por la casa Roche a una concentracién de 10 U/pl. Se define una unidad (U) como la ac-
tividad de la enzima que digiere completamente 1 pg de ADN en una hora a 37 °C en un volumen
total de 50 pl. El tampén de incubacién es proporcionado a una concentracién 10 veces superior a

la de trabajo por la casa Roche y es especifico de cada tipo de enzima.
10.3.b. Defosforilacion

Esta metodologia se aplica para prevenir la recircularizacién de plasmidos digeridos con una tnica

enzima de restriccién y favorecer la clonacién de fragmentos de DNA. Se basa en la eliminacién de

los grupos fosfato terminal de los extremos 5 del DNA.



Después de digerir el pldsmido, se elimina la enzima de restriccién mediante extraccién con
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y posterior precipitacién con etanol. El sedimento
de DNA se resuspende en 40 pl de 10 mM Tris-HCI pH 8 y se reservan 4 pl de DNA para servir
de control de la ligacién.

La reaccién de defosforilacién se compone de 5 pl de tampén de fosfatasa alcalina (10x)
(Roche Diagnostics, Espana), 2 pl de fosfatasa alcalina CIP (Roche Diagnostics, Espana) diluida
hasta 0,01 U/pmol de extremos (1 pg DNA 1 Kb = 1,52 pmol DNA = 3,04 pmol de extremos) y
agua hasta 50 pl totales de reaccién. La mezcla de reaccién se incuba durante 30 minutos a 37 °C,
se anade una segunda alicuota de 2 pl de enzima y se incuba otros 30 minutos a 37 °C. Para parar
la reaccién se anade 1 pl de 0,5 M EDTA y se incuba 20 minutos a 65 °C. Se extrae 3 veces con
fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), se precipita con etanol y el precipitado se disuelve en un

volumen de agua MilliQQ adecuado para las ligaciones posteriores.

10.3.c. Ligaciones

La ligasa DNA T4 cataliza la formacién de uniones fosfodiester entre terminaciones yuxtapuestas
de 5’ fosfato y 3” hidroxil en DNA o RNA de doble cadena con extremos romos o cohesivos. Esta
enzima requiere ATP como cofactor de la reaccidn, el cual estd presente en un tampén preparado a
10 veces la concentracién final de trabajo (400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl, 100 mM DTTy 5
mM ATP). La ligasa utilizada fue la comercializada por la casa Fermentas.

Una vez preparadas las reacciones en tubos de 1,5 ml, se incubaron a 22 °C durante al me-
nos dos horas. Como norma general, las reacciones de ligacién se llevaron a cabo en volimenes de
10 6 20 pl con las diluciones apropiadas del tampén de ligacién y 1 pl de la suspensién de enzima

a una concentracién de 1 U/pl.

10.4. Electroforesis

10.4.a. Electroforesis de DNA

Las electroforesis de DNA se llevaron a cabo en geles de agarosa (del 0,6 al 2% dependiendo del
fragmento a analizar) preparados en tampén 1 x TAE (40 mM Tris-acetato y ImM EDTA). Se uti-
lizaron cubetas horizontales utilizindose como tampén de electroforesis el mismo tampén utilizado
en la fabricacién del gel, es decir, en tampén 1 x TAE. El DNA se mezcl6 en proporcién 6:1 con

el tampén de carga de electroforesis (30% glicerol, 0,1% azul de bromofenol y 0,1% xilén cianol

FF).
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Se cargaron las muestras en los diferentes pocillos del gel de agarosa incluyendo rutinaria-
mente en cada gel una carrera con una muestra de un marcador de tamafios, normalmente DNA del
fago lambda digerido con enzimas diferentes dependiendo del tamafo de los fragmentos a analizar.
Los geles se corrieron a una potencia de unos 6 V/cm aunque ésta se redujo dependiendo del rango
de tamanfos a resolver y de la cantidad de DNA. Después de 45 a 60 minutos los geles se tifieron en
un bafo de 0,5 pg/ml de bromuro de etidio en 1 x TAE durante 20 minutos. El DNA se visualizé

por medio de luz ultravioleta y se captaron las imdgenes por medio del sistema de grabacién digital

de imdgenes (UVP, Cambridge, UK).

10.4.b. Electroforesis de RNA

La electroforesis de RNA se realizé en condiciones desnaturalizantes siguiendo el procedimiento

descrito en Sambrook ez al. (1989) y las indicaciones recogidas en el manual de marcaje de sondas

DIG (Roche Molecular Biochemicals).

Los geles de RNA proporcionan la matriz y las condiciones desnaturalizantes para una co-

rrecta separacion y detecciéon del RNA. Se preparan con concentraciones variables de agarosa (nor-

malmente 1%) en tampén 1 x MOPS (20 mM MOPS, 5 mM acetato sédico, 1 mM EDTA pH 7)

que contienen 2% formaldehido y 0,5 pg/ml bromuro de etidio.

Las muestras de RNA antes de ser cargadas se mezclaron con 2 volimenes de tampén de
carga. Para 0,5 ml de tampdn de carga se anadieron 250 pl 100% formamida desionizada, 83 pl
formaldehido, 50 pl 10 x MOPS, 50 pl 100% glicerol, 10 pl 2,5% azul de bromofenol y 57 pl agua

1% DEPC. Tras una incubacién de 10 minutos a 65 °C para desnaturalizar el RNA, las muestras

fueron depositadas en hielo y cargadas en el gel.

Como tampdn de electroforesis se utilizé 1 x MOPS y se corrié a una potencia de 3 V/ecm
durante 3 horas dentro de una campana de extraccién. Debido a la poca conductividad eléctrica
del tampén utilizado, cada 10 6 15 minutos se transferfa tampén del d4nodo al citodo y viceversa.

Después se comprobd la integridad del RNA y las cargas de cada muestra mediante la exposicién a

luz ultravioleta.

10.5. Recuperacion de fragmentos de DNA

La muestra con el fragmento a recuperar se cargd en un gel de agarosa. La electroforesis se realizé

en cada caso en las condiciones que permitian garantizar la mdxima separacion del fragmento a

recuperar del resto de fragmentos de la muestra.



Después de la tincién con bromuro de etidio, se registrd la imagen del gel y se procedi6 a
cortar la banda del fragmento a recuperar. En el caso de haber varias muestras para recuperar inde-
pendientemente en diferentes carreras, éstas se protegieron de la alteracién por luz ultravioleta por
medio de una pelicula de papel de aluminio.

Posteriormente, para la purificaciéon del fragmento de DNA del bloque de agarosa se utilizé

el kit comercial GeneClean (Q-BIOgene) siguiendo las indicaciones formuladas por el proveedor.
10.6. Transformaciones

10.6.a. Preparacion de células competentes de E. coli

El método utilizado para la obtencién de este tipo de células es el método de RbCl, (Hanahan ez
al., 1991). Para ello se incubaron células de E. coli DH50 en 5 ml LB a 200 rpm y 37 °C toda la
noche. Este preinéculo se anadié a 500 ml de medio cuya composicién para un litro es 20 g trip-
tona, 5 g extracto de levadura, 0,745 g KCI, 4 g MgSO, y ajustado el pH a 7,6 mediante la adicién
de alicuotas de KOH 10N. El medio se incubé a 37 °C y 200 rpm hasta una OD550 igual a 0,48
y se centrifugd a 2.500 rpm durante 5 minutos. Las células sedimentadas se resuspendieron en 150
ml de solucién TEB1 (12,1 g/l RbCl, 6,3 g/l MnCl, 2,9 g/l acetato potisico, 1,1 g/l CaCl,, 15 %
glicerol, con pH de 5,8 ajustado con 4cido acético y esterilizada por filtracién) a 4 °C.

Las células en TFB1 se incubaron en hielo durante 5 minutos, se centrifugaron a 2.500 rpm
y 4 °C durante 5 minutos y se resuspendieron en 20 ml de TBF2 (2,1 g/l MOPS, 1,2 g/l RbCL,, 8,3
g/l CaCl,, 15% glicerol, con pH de 7 ajustado con NaOH y esterilizada por filtracién) a 4 °C.

Las células competentes obtenidas se incubaron en hielo 15 minutos y se repartieron en

alicuotas para su conservacién a -80 °C.

10.6.b. Transformacion de E. coli

El método empleado para la transformacién de E. coli con pldsmidos fue la transformacién de célu-
las competentes mediante choque térmico.

Para cada ensayo de transformacién se mezclaron 100 pl de células competentes con 10 pl
de ADN procedente de reacciones de ligacién y la mezcla se incubé en hielo durante 20 minutos.
Después se sometié a las células a un choque térmico que consistié en una incubacién de 2 minutos

a 37 °C seguido de otra de 2 minutos en hielo. Se afadieron entonces 500 pl LB a la mezcla de
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transformacion y ésta se incub6 a 37 °C y 200 rpm durante 45 minutos. Las células se sembraron

finalmente sobre placas de medio LB en presencia del agente selectivo y se incubaron 16 horas a

37 oC.

Cuando se pretendia multiplicar un pldsmido se recurrié a un procedimiento de transfor-
macién mds répido pero menos eficiente. Se mezclaron 10 pl de células competentes con 1 pl de
pldsmido (100 ng/pl), se incubé la mezcla 1 minuto en hielo, 1 minuto a 37° C y otro minuto en

hielo, se afiadieron 100 pl de LB a la mezcla de transformacién y se sembraron alicuotas de la misma

en placas de LB con el medio selectivo.

En el caso de que el pldsmido introducido contuviera el gen lacZ, sobre las placas donde se

siembran las células se extendieron previamente 50 pl de una solucién al 2% de X-Gal (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-B-D-galactésido) en N,N dimetilformamida.

El gen lacZ codifica el péptido o de la enzima [3-galactosidasa que metaboliza el X-Gal pro-
duciendo un compuesto derivado de color azul. Cuando se produce una insercién dentro del poli-
linker introducido entre el operador y el gen estructural de la B-galactosidasa, la enzima codificada

no es activa, no se metaboliza el X-Gal y la coloracién de la colonia es blanca. Asi se seleccionan

colonias donde se ha insertado DNA en el polilinker del pldsmido.

10.6.c. Transformacion de B. cinerea

El procedimiento de transformacién de B. cinerea utilizado es el descrito por Hamada ez al. (1994)
incluyendo las modificaciones indicadas por ten Have ez a/. (1998) y se basa en la utilizacién de
protoplastos y de Poli-Etilen-Glicol (PEG). Para la obtencién de protoplastos se partié de espo-
ras de B. cinerea inoculadas a una concentracién de 5x10° esporas/ml en dos matraces de fondo
estriado de 500 ml que contenfan 100 ml de extracto de malta (ME) al 1%. Los matraces fueron
incubados durante 16 horas a 22 °C y 140 rpm. El cultivo se vertié en tubos de 50 ml, se centri-
fugé a 1.000 rpm durante 5 minutos y se eliminé el sobrenadante. Se anadi6 agua MilliQ estéril a
los tubos y se transfirié el micelio de un tubo a otro dejando sélo dos que se llenaron hasta 50 ml
con agua MilliQ estéril. Se centrifugaron los tubos a 1.000 rpm durante 5 minutos y se eliminé el
sobrenadante. Se afiadié solucién KC (0,6 M KCl, 50 mM CaClz, estéril) hasta 50 ml en los dos
tubos, se resuspendié el micelio, se centrifugé a 2.000 rpm durante 5 minutos y se elimind el sobre-
nadante. Se afadieron 50 ml de KC a uno de los tubos, se transfirié el micelio resuspendido al otro

tubo, se resuspendié todo el micelio, se centrifugd a 2.000 rpm durante 5 minutos y se eliminé el

sobrenadante.



Para la obtencién de protoplastos el micelio sedimentado se resuspendié en 50 ml de KC
con 0,5 % enzimas de lisis de Zrichoderma harzianum (L1412, Sigma-Aldrich) disuelto y esterili-
zado por filtracién (Petit ez al., 1994). La suspensiéon de micelio se incubd a 23 °C y 140 rpm en
un matraz estéril de 250 ml durante 2 horas, comprobando periédicamente con la ayuda del mi-
croscopio el progreso de la formacién de protoplastos. Los protoplastos se filtraron a través de una
membrana de 25 pm de tamano de poro. Se anadié solucién KC a 4 °C hasta obtener un volumen
de 50 ml, se centrifugé la suspensién a 1.500 rpm durante 3 minutos y se eliminé el sobrenadante.
Se anadieron 50 ml de KC a 4 °C, se centrifugé la muestra a 1.500 rpm durante 3 minutos, se eli-
miné el sobrenadante y se repitié el lavado. Finalmente se resuspendieron los protoplastos en el KC
restante de la eliminacién del sobrenadante y se mantuvieron en hielo.

Para llevar a cabo la transformacién de protoplastos se incubaron en primer lugar 10-20
pg de ADN de pldsmido o 2-5 pg de producto de PCR disueltos en 95 pl de KC con 5 pl 5mM
espermidina en hielo durante 5 minutos. Se afadieron 100 pl de la suspensién de protoplastos a
la suspensién de ADN vy se incubé la mezcla en hielo durante 5 minutos. Después se anadieron y
mezclaron suavemente 100 pl de soluciéon PEG compuesta por 25 % PEG 3350, 50 mM CaCl,, 10
mM Tris-HCI pH 7,4 y se incubé la mezcla durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se ana-
dieron otros 500 pl de solucién PEG, se mezcl6 suavemente la mezcla y se prolongé la incubacién
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se afadieron finalmente 200 pl de solucién KCy la
suspension se mezclé por inversion.

Para sembrar la suspension de transformacion, ésta fue transferida a un matraz con 100 ml
de SH agar liquido (0,6 M sacarosa, 5 mM Tris-HCI pH 6,5, 1 mM NH H PO, y 0,8% agar) a
40 °C que se agita muy suavemente. Se dispusieron alicuotas de 10 ml en placas petri y se dejaron
regenerar los protoplastos durante 16-20 horas a 22 °C. Se afadié entonces la cobertera de selec-
cién compuesta por SH agar liquido a 48 °C con 70 pg/ml higromicina. Después de dos dias de
incubacién a 22 °C se puede observar el crecimiento de los transformantes resistentes al antibiético.
Estos transformantes son transferidos individualmente a placas de medio MEA suplementado con

70 pg/ml de higromicina.

10.7. Genoteca de ADN genomico

La genoteca de ADN gendémico de B. cinerea utilizada en este trabajo fue cedida amablemente por
el Dr. Jan van Kan de la Universidad de Wageningen (Holanda). Esta fue construida utilizando el
vector bacteriéfago EMBL3 de la casa Promega. En primer lugar se digiré parcialmente el DNA

genémico de B. cinerea con la enzima de restriccion Sau3A, la cual determina extremos compatibles
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con BamHI. Se seleccionaron fragmentos de 15.000 a 23.000 pares de bases de tamafo que se liga-
ron con los brazos del bacteriéfago EMBL3 con extremos BamHI segtin el protocolo recomendado
por la casa comercial. El DNA fue empaquetado en particulas de bacteriéfago utilizando extractos
de empaquetamiento incluidos en el kit Packagene de Promega. Con la solucién resultante se lleva-
ron a cabo las infecciones correspondientes de E. coli LE392 y se cultivaron los fagos hasta obtener

halos de lisis no confluentes.
10.8. Amplificacion de DNA por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

10.8.a. PCR Estandar

Las amplificaciones de DNA mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se llevaron
a cabo utilizando distintas enzimas polimerasas de DNA dependiendo del objetivo de la amplifi-
caciéon. De este modo, para amplificaciones en las que se precisaba una gran fidelidad se utilizé la
enzima AmpliTaq Gold de Applied Biosystems, para comprobaciones rutinarias, por ejemplo, la
comprobacién de la presencia de fragmentos clonados en pldsmidos recombinantes o para identifi-
car transformaciones “positivas”, se utilizé la enzima Biotools DNA polimerasa de B&B labs, y para
la amplificacién de fragmentos de DNA de gran tamaio se utilizé el TripleMaster PCR System de
Eppendorf. Estas DNA polimerasas son enzimas altamente termoestables producidas por organis-
mos terméfilos como Thermus aquaticus (AmpliTaq Gold) o Thermus thermophilus (Biotools). Las
concentraciones de enzima utilizadas en cada caso fueron las recomendadas por la casa comercial,
generalmente 1 U por cada 50 pl de reaccién.

Las reacciones se llevaron a cabo en voliimenes de 20 6 50 pl que contenian 0,2 mM dNTP,
0,2 pM de cada uno de los dos oligonucleétidos cebadores (primers) y 0,05 U de polimerasa por
pl de reaccién. La cantidad de MgCl, varié segin la enzima utilizada o el fragmento de DNA a
amplificar. Normalmente se utiliz6 una concentracién de 1,6 mM en el caso de la enzima AmpliTaq
Gold, 2 mM en el caso de la polimerasa de Biotools y 2,5 mM en el caso de TripleMaster. Cada
enzima tiene su tampén especifico proporcionado a 10 veces la concentracién final de reaccién.

La cantidad de molde de DNA usado vari6 segin el tipo de DNA molde y su pureza. La
cantidad de DNA usada en el caso de DNA gendémico fue entre 50 y 100 ng y para DNA de plds-
mido o fago fue entre 0,01 y 10 ng. En el caso de que la muestra de ADN contuviera impurezas
que pudieran entorpecer la PCR, el DNA se diluyé con agua Milli-Q estéril para tener una mejor

reaccién. Cuando se quiso comprobar la clonacién de un fragmento de DNA en un vector de E. coli



se anadié directamente 1 pl de cultivo celular a la mezcla de reaccién.

La enzima AmpliTaq Gold se presenta en forma inactiva para prevenir la actividad de la en-
zima durante la preparacién de la reaccién, impidiéndose la actividad inespecifica de la enzima. Para
su activacién se debe calentar durante 10 minutos a 95 °C antes de iniciar los ciclos del programa
de PCR.

Los termocicladores utilizados fueron un termociclador modelo GeneAmp PCR System
9700 de Applied Biosystems y un termociclador modelo Mastercycler Gradient de Eppendorf.
En los ciclos del programa de PCR la desnaturalizacién se realizé a 94 °C durante 30 segundos, la
hibridacién del cebador durante 30 segundos a una temperatura que oscilé entre 48 y 59 °C depen-
diendo del cebador (Tabla 1) y la extensién a 72 °©C durante 1 minuto, tiempo al que se le sumé un
minuto por cada 1.000 pares de nucledtidos de fragmento amplificado. Normalmente se aplicaron
entre 30 y 40 ciclos seguidos de una tltima fase de extensién de entre 1 y 5 minutos de duracién.

Los distintos oligonucledtidos utilizados como cebadores en las diferentes aplicaciones des-

critas en este trabajo se presentan en la Tabla 1.

10.8.b. RT-PCR

Para la obtencién de cDNA a partir de ARN total, en primer lugar se eliminaron los posibles restos
de DNA gendémico que pudieran haber sido copurificados durante la extraccién de RNA total, ya
que pueden originar amplificaciones no deseadas. Este proceso se realizé utilizando el kit comer-
cial “Turbo DNA-free” de la casa Ambion, Inc. Se trataron 5 pg de RNA total en un volumen de
reaccién de 20 pl, con 1 U de Turbo DNAse y su correspondiente tampén. La reaccién se incubé
durante 30 minutos y se procedié a la inactivacién de la enzima.

Posteriormente, para generar fragmentos de cDNA a partir de la poblacién de ARN total
tratado, se utilizé la enzima SuperScript III Reverse Transcriptasa (SuperScript III RT) (Invitrogen
Corporation, USA). Esta enzima genera moléculas de cDNA de cadena sencilla que podrian ser
utilizadas en procedimientos tales como la PCR cuantitativa, o que servirdn como molde para sin-
tetizar la cadena complementaria dando lugar a las correspondientes copias de cDNA bicatenario.

En la reaccién de trascripcién inversa primero se mezclaron 10 pl de ARN libre de ADN
(2,5 pg), 1 pl 100 pM Oligo dT16 y 2 pl 2,5 mM de cada ANTP. La mezcla se incubé durante 5
minutos a 65 °C y se dejé en hielo. Seguidamente se anadieron 4 pl de 5 x tampén (Invitrogen) y
2l 0,1 M DTT, mezclindose suavemente e incubdndose 2 minutos a 42 °C. Se afadié 1 pl (200

unidades) de la enzima SuperScript III RT, se mezclé con un suave pipeteado, se incubé a 42 °C
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durante 50 minutos y se inactivé la reaccién a 70 °C durante 15 minutos. Las muestras se almace-

naron a -80 °C para su posterior uso.

10. 9. Hibridaciones

10.9.a. Marcaje de sondas

Las sondas se marcaron por un método no radioactivo (DIG, Roche Diagnostics) que se basa en la
incorporacién de dUTP unido a la digoxigenina a la secuencia de ADN diana. La digoxigenina es
un esteroide encontrado en la naturaleza en las pldntas de Digizalis purpurea'y D. lanata que debido
a sus propiedades bioquimicas tiene facilidad para unirse a anticuerpos. De este modo se puede
detectar la digoxigenina y, en su caso, el fragmento marcado correspondiente.

Primero se optimizaron las condiciones de la reaccién de marcaje mediante PCR para obte-
ner, en cada caso, una Unica y clara banda, indicativa de un tnico y especifico fragmento de DNA,
del tamano esperado. Después se realizé el marcaje sustituyendo en la reaccién de PCR los dNTPs
por Polymerase Chain Reaction Digoxigenin Labeling Mix de la casa Roche. En paralelo, se llevé a
cabo una reaccién de PCR con dNTPs normales como control positivo. Se comprobé en un gel de
agarosa el correcto marcaje de la sonda ya que la banda correspondiente debe mostrar un tamafo

ligeramente superior al del fragmento sin marcar debido al peso anadido de la digoxigenina.

10.9.b. Southern

Los procedimientos aplicables para desarrollar esta metodologia son los indicados y recomendados
por la casa comercial Roche y recomendados en su manual “DIG User’s manual” y los recomenda-
dos por Sambrook ez al. (Sambrook ez al., 1989).

Las muestras de DNA sin digerir o digeridas con distintas enzimas de restriccién fueron
cargadas en geles de agarosa (0,8%) y sometidas a electroforesis para una correcta separacién de los
fragmentos digeridos. Los geles se visualizaron con bromuro de etidio y se marcaron conveniente-
mente para identificarlos y orientarlos.

La preparacién para la transferencia del DNA del gel a una membrana de nylon consta de
cuatro fases consecutivas: depurinacion, desnaturalizacién, neutralizacién y equilibrado. La depu-
rinacién se realiza para favorecer la transferencia de los fragmentos de DNA mayores de 10 kb y

consiste en sumergir el gel en un bano de 0,2 N HCI durante unos 20 minutos (hasta que el azul de



bromofenol se vuelve amarillo). El gel se sumerge posteriormente durante 15 minutos en la solucién
de desnaturalizacién (1,5 M NaCly 0,5 M NaOH), repitiéndose de nuevo el bafio durante otros 15
minutos con una solucién de desnaturalizacién fresca. El gel se lava con agua destilada y se deposita
en la solucién de neutralizacién (1,5 M NaCl y 0,5 M Tris-HCI pH 7,5) durante 15 minutos des-
pués de los cuales se incuba otros 15 minutos con solucién de neutralizacién fresca. El equilibrado
se realiza con 10 x SSC (1,5 M NaCl, 0,15 M citrato sédico pH 7) durante 10 minutos.

La preparacién del blot o conjunto de transferencia se hizo en un tanque que contenia el
tampoén de transferencia (20 x SSC) sobre el que disponia una bandeja a modo de puente donde
reposaban tres [diminas superpuestas de papel Whatman 3MM que se sumergian por sus extremos
en el tampén de transferencia. El gel preparado se colocé en posicién invertida sobre las liminas de
papel Whatman, se eliminaron posibles burbujas usando una pipeta de cristal a modo de rodillo y
sobre ¢él se dispuso una limina de nylon Hybond-N (Amershan, GE Healthcare) de igual tamafio
que el gel debidamente marcada para su posterior orientacién. Se dispusieron encima del mismo
dos piezas de papel Whatman 3MM previamente humedecidas con tampén 10 x SSC y se cubrie-
ron con ldminas de papel de pléstico las partes no cubiertas por el gel. Sobre la membrana se coloc
papel absorbente (10 cm de espesor) y sobre el conjunto se dispuso un peso de 0,5 kg. El gel se dejé
transferir por un minimo de 16 horas después de las cuales se retiré el filtro que se colocd sobre
papel Whatman humedecido en 2 x SSC. El gel se fijo mediante irradiacién con luz UV en un Stra-
talinker UV Crosslinker (Stratagen, CA, USA). Finalmente se dej6 secar a temperatura ambiente y
se almacené entre papel secante a 4 °C hasta su posterior utilizacion.

En el caso de que fuera necesario trabajar con colonias de bacterias o con halos de lisis de

bacteriéfagos, la transferencia del DNA a la membrana se realizé poniendo en contacto directamen-

Primer (cebador) Secuencia (5’-3’)
EP47-A (Frw) AGGCCACGGATCGGTCA
EP47-B (Rev) TTCTTCCTCTACCGACC
EP47-C (Frw) GACGGTACCTTGCAATA
EP47-D (Rev) GGGGAAAACGGGATGAC
EP47-Y (Frw) TTCATTGGTGCGCAGCGATC
EP47-7 (Rev) TCAGTCTTGAACTGCAGGTG
CYC1 (Frw) CTACACGCGAGGATCAG
CYC2c (Rev) ACGGAAGTCGAAGCTAG
CYCprom3 (Frw) GGTAATGGGCGCCATGTTGG
CYCterm3r (Rev) CCCTGTACTGCGTCACTTTGG
OLICprom1c (Rev) CCACTTAGTGGCACGTCGCG
TRPCterm1 (Frw) GGGTTCGCAAAGATAATTGC
OliCprom1c (Rev) CCACTTAGTGGCACGT CGCG
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hphBc (Rev) CGTCTGGACCGATGGC TGTG
M13 Reverse Primer (Rev) CAGGAAACAGCTATGACC
M13 Forward Primer (Frw) ACTGGCCGTCGTTTTAC

OF1 (Oligo Fusién 1) GGATGCTGTCGACTTCCTTCTCATCCTTCTT
OF2 (Oligo Fusién 2) GATGAGTCTAGATAAATTAGCATCCGAGTT
P22 (Frw) GATAGCATTG

RT1 (Rev) TTTTTTTTTTTGG

0496-A (Frw) TGGTTGTCATGCGATGTTGG
0496-B (Rev) CAATTCAACCCCAGCTTCCC
1038-A (Frw) GGGTTGACATTACTTCTGGC
1038-B (Rev) GCAAGTAGTATCGTATCTCCG
2080-A (Frw) TGAAGCATTCGAAGCTCGCG
2080-B (Rev) TCTGTCTCCTCATCGGCATC
2266-A (Frw) AGTTCTCACACAAGGAACGG
2266-B (Rev) TTTGGTCCCTCGGTACATCG
2325-A (Frw) GCTGTTGCTGTGGAAGTTGG
2325-B (Rev) ATTTTCCAAGCGACGCCGAG
5375-A (Frw) CGTCGTTACGCCGCTTCTAC
5375-B (Rev) TGCGAAGCTGATGGGAATCC
5733-A (Frw) GGATAGATAACTCCTCCGTC
5733-B (Rev) CCACATCCACAACCACATGC
5733-C (Frw) GTGCTGGTGCTGTTATTAGG
5733-D (Rev) CCATACACAGTATCCAAATCC
9097-A (Frw) CACCGGCTCTTGGCATACTG
9097-B (Rev) TCCAATTCCTTGCCACCATC
9100-A (Frw) TAGATTAAGCAGCCGATGGC
9100-B (Rev) CGATCTCTATCAAAGCGAGC
Bot_116-A (Frw) TAGTGAAAATTCGCGGGACG
Bot_116-B (Rev) GTCAGATTCAGATGGACCGC
Bot_116-C (Frw) AGGGTAGGGGGTATGGGATG
Bot_116-D (Rev) GTACGATTCATAACGCGAGC
Bot_167-A (Frw) CGAATGACAACCCATCTTGG
Bot_167-B (Rev) CGAGGTAAAGCGCTGTACAG
Bot_167-C (Frw) AGGGTAGGGGGTATGGGATG
Bot_167-D (Rev) GTACGATTCATAACGCGAGC
Bot_37-A (Frw) TCTGGGAAGAAGCTTAGTCC
Bot_37-B (Rev) CTCCTCAGCAGATTCTTCGG
Tabla 10.1

Oligonucleotidos utilizados en este trabajo




te la membrana de nylon sobre la placa de medio de cultivo durante 20 segundos. Las membranas
se transfirieron después a ldminas de papel Whatman 3MM humedecido primero en solucién de
desnaturalizacién durante 5 minutos, después en solucién de neutralizacién y por ultimo en 2 x
SSC. Se lavaron finalmente con 2 x SSC, se colocaron sobre un papel secante y se f1j6 el DNA con
el Stratalinker. La transferencia de la membrana por las distintas ldminas de papel Whatman 3MM
siempre se hizo por la cara de la membrana que no habia entrado en contacto con los fagos.

La hibridacién de la membrana de nylon con la sonda se realizé en bolsas selladas de plasti-
co. En primer lugar se realiza la prehibridacién, que consisti6 en incubar la membrana con el tam-
pé6n de hibridacién (5 x SSC, 0,1% N-laurilsarcosina, 0,02% SDS y 1% Blocking reagent) durante
una hora a 65 °C. Se desnaturalizé la sonda a 95 °C durante 10 minutos y se anadié a la bolsa de
prehibridacién. El conjunto se hibridé durante 16 horas a 65 °C para hibridaciones con sondas

absolutamente homdlogas. Después se desmantelé el conjunto para proceder a la deteccién de la
sonda, guarddndose el tampén de hibridacién que contiene la sonda para futuros usos.

La membrana se lavé dos veces en 2 x SSC / 0,1% SDS durante 5 minutos por cada lavado
y a temperatura ambiente. Después se lavé otras dos veces en 0,5 x SSC / 0,1% SDS durante 15
minutos a 65 °C si se habia realizado una hibridacién con sonda homéloga. Se incubé 2 minutos
a temperatura ambiente con tampén de lavado consistente en 100 mM dcido maléico, 150 mM
NaCl, 0,3% tween 20, pH 7,5. La membrana se transfiri6 a una solucién de “1 x Blocking solution”
disuelto en 100 mM dcido maléico, 150 mM NaCl, pH 7,5, durante al menos 30 minutos.

Posteriormente la membrana se incubé en 1 x Blocking solution (Roche Diagnostics) con
0,75 U/pl de antidigoxigenina (Roche) durante media hora a temperatura ambiente. Luego se lavé
dos veces durante 15 minutos a temperatura ambiente en tampé6n de lavado y se incubé durante
3 minutos en tampdn de deteccién (10 mM Tris, 10 mM NaCl pH 9,5). La membrana se colocd
sobre una ldmina de papel de pldstico y sobre ella se extendié 1 ml del sustrato quimioluminis-
cente CDP-Star (Roche) diluido 1:100 en tampén de deteccién por cada 100 cm? de membrana.
La membrana se incubé durante 5 minutos a temperatura ambiente, transcurridos los cuales fue
transferida a una nueva ldmina de pléstico y se procedi6 a detectar la quimioluminiscencia. Para ello

se utilizaron peliculas autorradiogréficas Kodak X-OMATAR o se utiliz el equipo de deteccién de
quimioluminiscencia Intelligent Dark Box II (LAS 3000) de Fujifilm.

Para la eliminacién de la sonda de la membrana, ésta fue lavada con agua destilada y poste-
riormente se realizaron dos lavados con 0,1 x SSC/ 0,1% SDS hirviendo. Para la posterior conser-
vacion de la membrana, ésta se lavd con 2 x SSCy se dejé secar a temperatura ambiente sobre una

pieza de papel Whatman 3MM.
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10.9.c. Northern

Las muestras de RNA separadas mediante electroforesis en geles de agarosa en condiciones desnatu-
ralizantes fueron transferidas a una membrana de nylon de forma similar a como fueron transferidas
las muestras de DNA. En este caso, todas las soluciones utilizadas fueron tratadas con 1% DEPC.
Para una correcta eliminacién de RNAsa y la desactivacién del DEPC fue necesario incubar la so-

lucién con 1% DEPC durante una hora a 37 °C o toda la noche a temperatura ambiente. Después

las soluciones fueron esterilizadas en el autoclave.

Después de acabar la electroforesis del RNA el gel se incubé dos veces en 20 x SSC durante
15 minutos. La metodologia para la transferencia fue esencialmente la misma que la descrita en el
caso de los Southern, incluyendo tnicamente 2 lavados adicionales del gel, una vez concluida la

electroforesis, en 20 x SSC durante 15 minutos y utilizando 20 x SSC como tampén de transfe-

rencia.

La prehibridacién y la hibridacién se realizaron con el tampén de hibridacién de alta con-
centracién de SDS (high SDS buffer) que se compone de 7% SDS, 50% formamida desionizada, 5

x SSC, 50 mM fosfato sédico pH 7 y 0,1% N-laurilsarcosina.

La prehibridacién se realizé a 50 °C durante una hora. La sonda se desnaturalizé a 95 °C
durante 10 minutos y se afadié a la membrana prehibridada con el tampén de hibridacién de alto

SDS. La hibridacién se llevé a cabo durante més de 16 horas y una vez finalizada se conservé el

tampén con la sonda a -20 °C para futuros usos.

Los lavados de la membrana y los procedimientos de deteccién de la sonda fueron semejan-

tes a los descritos en el caso de las hibridaciones con filtros de DNA, asi como los procedimientos

para la eliminacién de la sonda y de reutilizacién de los filtros.

10.10. Secuenciacion

El servicio de secuenciacién automdtica de la Universidad de Salamanca fue el responsable de la se-
cuenciacién de DNA (http://www.usal.es/~secuenciacionADNY/). El servicio consta de un secuen-
ciador ABI PRISM 377 de la casa Applied Biosystems. Para la obtencién de la secuencia se propor-
cionaron 500 ng de ADN de pldsmido y 3 pmol de cebador en un volumen de 8 pl. La informacién

generada fue proporcionada en forma de cromatogramas que fueron visualizados y editados con el

programa informdtico Chromas (Technelysium Pty Ltd).



11. Analisis y presentacion de datos

El procesamiento de secuencias, alineamiento, edicién de pldsmidos y disefio de cebadores se realizé
gracias al programa Vector NTI suite 10 (Invitrogen). Los andlisis filogenéticos se llevaron a cabo
utilizando el programa MEGA versién 3.1(Kumar ez a/., 2004) y el programa Genious 4.7.6 (www.
genious.com).

Las bases de datos de nucleétidos, proteinas y genomas se utilizaron a través de paginas Web.
El servidor Expasy (http://www.expasy.ch/) proporcioné los programas y accesos a pdginas web
para la determinacién de dominios, localizacién subcelular, alineamiento y estructura de proteinas.
La base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se utiliz6 para consulta de secuencias
de nucleétidos y aminodcidos, asi como la prediccién de estructuras 3D de proteinas. El andli-
sis de los dominios conservados de proteinas se realizé mediante el programa CDD (Marchler-
Bauer et al., 2007). La consulta del genoma de B. cinerea se realizé mediante consulta de la base
de datos del Broad Institute (http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/botrytis_cinerea/index.
html) y de Genoscope (http://www.genoscope.cns.fr/externe/English/Projets/Projet_LN/organis-
me_LN.html).

La visualizacién de imdgenes de membranas marcadas con quimioluminiscencia se realizé
con LAS-1000 Plus (Fujifilm). En el caso de geles tenidos con bromuro de etidio se utilizé el pro-
grama Gel Logia 100 Imaging System (Kodak); este programa también se utilizé para la cuantifica-
cién de la senal de hibridaciones tipo Northern.

El andlisis estadistico de datos se realizé mediante el programa SPSS v.17. En todos los traba-
jos de ofimdtica se usaron los programas del entorno Office de Windows. El manejo de bibliografia
se agiliz6 con EndNote X2. El diseno grafico, la edicién de imdgenes y la maquetacién se realizaron

con los programas Adobe Photoshop CS3, Adobe Illustrator CS3 y Adobe InDesign CS3.
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12. El gen Bde47

12.1. Hibridaciones

Con objeto de caracterizar el gen Bde47 de B. cinerea, cuya expresién resulta inducida durante fases
especificas del proceso de infeccién del patdgeno sobre un huésped modelo, el tomate, se tomé como
punto de partida la informacién derivada de experimentos de hibridacién de tipo Northern. Estos
experimentos fueron llevados a cabo utilizando como sonda el fragmento de cDNA de B. cinerea
denominado “ddB47” sobre muestras de RNA obtenidas a partir de micelio del patégeno cultivado
in vitro'y sobre muestras de RNA obtenidas a partir de tejido vegetal infectado y recogido a distintos
tiempos después de la inoculacién (Benito ez al., 1996). Como se indicé en la seccién 5.3.b.2. de la
Introduccidn, el fragmento “ddB47” es un fragmento de cDNA de B. cinerea detectado mediante
“DDRT-PCR” en el curso del andlisis comparativo del patrén de expresién del patégeno durante
el crecimiento saprofitico con su patrén de expresién durante la interaccion con la planta huésped
seleccionada (Benito ez al., 1996). En los experimentos de caracterizacién inicial pudo comprobarse
que dicho fragmento de cDNA permite detectar mediante hibridacién dos RNA mensajeros de
tamafios diferentes, mensajeros que muestran patrones de acumulacién en las distintas fases del

proceso de infeccién analizadas también diferentes.
12.2. Andlisis de la expresién génica

Para llevar a cabo el andlisis y la cuantificacidon detallada de los patrones de expresion de los RNA
mensajeros que codifican los supuestos genes de los que se derivé el fragmento “ddB47” se preparé
una membrana de nylon a la que se transfirieron, en cada caso, 20 pg de RNA total extraido a
partir de micelio cultivado i7 vitro, de hojas de tomate sanas o de hojas de tomate infectadas con B.
cinerea y recogidas a distintos tiempos después de la inoculacién (Ver seccién 9.2.b. de Materiales
y Métodos). La Figura 12.1A muestra los resultados obtenidos en las hibridaciones llevadas a cabo
con sondas derivadas del fragmento de cDNA “ddB47” de B. cinerea (Benito et al., 1996), del gen
tubA de B. cinerea (Benito et al., 1998) y del gen codificador del rRNA 18S de rdbano (Grelletet

al., 1989). Como se ha demostrado previamente (Benito ez al., 1998) esta tltima sonda hibrida de

manera muy similar tanto con el rRNA 18S de tomate como con el rRNA 18S de B. cinerea. Por
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Figura 12.1
A. Hibridacién de RNA de B. cinerea cultivado in vitro (B.c.), hojas de tomate no infectadas (L.e.), y hojas

de tomate inoculadas con B. cinerea y recogidas a distintos tiempos después de la inoculacién (Interaccién B.
cinerea-tomate), con sondas derivadas del fragmento de cDNA ddB-47, del gen tubA de B. cinerea y del IDNA
18S de rdbano.

B. Estimacidn del progreso de la infeccién mediante la cuantificacién de la proporcién RNA fungico / RNA de la
interaccién en cada momento analizado.

C. Acumulacién relativa del RNAmensajero de 1,4 kb.

D. Acumulacién relativa del RNAmensajero de 1,0 kb.

lo tanto, la intensidad de la senal de hibridacién obtenida con esta sonda en muestras derivadas de

material infectado, muestras “interaccién”, refleja la suma total del RNA de la planta y del hongo
cargado en cada carrera del gel de electroforesis. En consecuencia, las diferencias que pudieran de-
tectarse en la intensidad de esta banda de hibridacién entre las diferentes carreras permiten corregir
diferencias de la cantidad de RNA total cargado en cada caso.

El andlisis de la sehal obtenida en la hibridacién con la sonda derivada del gen zbA, gen de
expresién constitutiva, permite estimar la proporcién de RNA del hongo en la mezcla de RNA del
hongo y de RNA de la planta (RNA interaccién) que constituye cada muestra de RNA total extraido

a partir de material infectado y, por lo tanto, permite estimar la proporcién de biomasa del hongo en

el material infectado. Este dato es esencial para poder comparar los niveles de expresién de genes del
patdgeno en cualquier fase del proceso de infeccién en relacién con sus niveles de expresién durante

4 el crecimiento saprofitico 7z vitro. Con este objeto, las senales obtenidas en la hibridacién con la



sonda rubA fueron analizadas densitométricamente. El grifico de la figura 12.1B presenta la rela-
cién entre la intensidad de la sefal obtenida con esta sonda en cada muestra de material analizado
y la intensidad de la senal obtenida con la misma sonda en la muestra de RNA extraido a partir de
micelio cultivado 7 vitro, una vez corregidas las diferencias de carga estimadas teniendo en cuenta
la intensidad de la banda de hibridacién obtenida con la sonda derivada del gen codificador del
rRNA 18S de rdbano. La férmula aplicada en cada caso es: I, (Interaccién) / I ,, (B. cinerea in
(B. cinerea in vitro) | 1

vitro) x | (Interaccidn). Se comprueba que esta relacion es pequena,

rDNA rDNA

aproximadamente un 3 %, y se mantiene constante durante las primeras fases del proceso de infec-
cién, hasta las 72 hpi. Se observa entonces un rdpido incremento, alcanzando un 21% a las 96 hpi
y un 90% a las 120 hpi. Estas estimaciones en este experimento de inoculacién concreto se ajustan
con precisién a las estimaciones realizadas en experimentos de inoculacién previos en condiciones
de laboratorio, observacién que confirma la validez y reproducibilidad del procedimiento de inocu-
lacién artificial establecido (Benito ez al., 1998).

Teniendo en cuenta estos datos es posible estimar los niveles de expresién in planta de
cualquier gen del patégeno en relacién con su nivel de expresién durante su cultivo iz vitro. La
hibridacién realizada con el fragmento “ddB47” permite detectar dos RNA mensajeros de tamafo
diferente: el primero con un tamano estimado de aproximadamente 1,4 kb y el segundo con un
tamano estimado aproximado de 1,0 kb (Figura R13.1A). Las senales de hibridacién obtenidas
fueron cuantificadas densitométricamente y normalizadas en relacién con la proporcién de RNA
del patégeno presente en la muestra de RNA total de la interaccién en cada muestra analizada. Los
datos obtenidos se presentan en las Figuras 12.1C y 12.1D. Ambos mensajeros se detectan en las
muestras derivadas de micelio cultivado iz vitro, indicando que el gen o genes codificadores de estos
mensajeros se expresan durante el crecimiento saprofitico. /n planta los dos RNA mensajeros mues-
tran patrones de acumulacién diferentes, con méximos y minimos de acumulacién caracteristicos
de cada uno de ellos. Su estudio demuestra que la expresién del gen o genes codificadores de estos
dos mRNAs se induce en fases concretas del proceso de infeccién, mostrando cada uno de ellos un
patrén de expresién transitoria caracteristico. Asi, el gen que codifica el RNA mensajero de 1,4 kb
muestra miximos de expresién durante las fases de penetracién (16 hpi), de formacién de lesiones
dispersivas (72 hpi) y de colonizacién del tejido infectado (120 hpi). A las 32 hpi y a las 96 hpi
sus niveles de expresién son muy bajos, comparables a su nivel de expresién durante el cultivo en
medio liquido (Figura 12.1C). Por su parte, en el caso del RNA mensajero de 1,0 kb los niveles de
expresion del gen correspondiente son maximos a las 16 hpiy a las 120 hpi, decayendo hasta niveles

indetectables a las 48 hpi (Fig. 12.1D).
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Para determinar la organizacién del gen o genes codificadores de los dos RNA mensajeros

detectados, se llevd a cabo un andlisis de tipo Southern utilizando un filtro de nylon al que habian

sido transferidos los fragmentos de DNA resultantes de la digestién de DNA genémico de B. cinerea

con diferentes enzimas de restriccién. Como sonda se utilizé el fragmento de cDNA “ddB47”. La

Figura 12.2 muestra los resultados obtenidos. Cuando se aplicaron condiciones de hibridacién muy

restrictivas (Fig. 12.2A) se detecté una tnica banda de hibridacién y, por lo tanto, un tnico fragmen-

to de DNA, en cada una de las carreras correspondientes a cada una de las digestiones consideradas.

Estas observaciones indican, en principio, que la sonda “ddB47” detecta una secuencia (gen) de

copia tinica en el genoma de B. cinerea. Sin embargo, cuando se aplican condiciones de hibridacién
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Figura 12.2
A. Southern de ADNgenémico de B. cinerea hibridado en condicio-
nes de alta astringencia (condiciones muy restrictivas).
B. Southern de ADNgendémico de B. cinerea hibridado en condicio-
nes de baja astringencia (condiciones poco restrictivas).

menos restrictivas (Fig. 12.2B), en cada
una de las carreras del filtro preparado
se detectan, ademds, varias bandas adi-
cionales, aunque de menor intensidad
que aquella detectada en condiciones
de alta astringencia. Tomadas en su
conjunto, estas observaciones sugieren
que el fragmento de cDNA “ddB47”
deriva de un mensajero codificado por
un gen presente en el genoma de B.
cinerea en copia nica. Este mensajero
serfa uno de los dos mensajeros detec-
tados en el andlisis Northern. Existen,
no obstante, secuencias relacionadas en
el genoma de B. cinerea con un elevado
grado de homologia con la sonda utili-
zada, alguna de las cuales constituye un
segundo gen que codifica el segundo de
los RNA mensajeros detectados en el

Northern.



12.3. Aislamiento del gen Bde47A

Se inicié entonces el aislamiento y la caracteriza-
cién del gen o genes que codifican estos dos RNA
mensajeros. Decidimos clonar en primer lugar
la secuencia de DNA gendémico de B. cinerea de
copia Unica detectada mediante hibridacién en
condiciones de alta astringencia. Utilizando estas
condiciones de hibridacién se escruté una genote-
ca de DNA gendémico de B. cinerea (cepa SAS56)
construida en el vector lambda EMBL3 (van
derVlugt-Bergmans ez al., 1997). En un filtro de
nylon al que se habian transferido aproximada-

mente 5.000 fagos recombinantes, se detectaron

Figura 12.3
Hibridacién de una genoteca de fagos de DNA
gendmico de B. cinerea con la sonda ddB47 en
condiciones de alta astringencia. Lavados hasta 0,5X

SSC realizados a 65 °C.

dos clones positivos que fueron purificados utilizando los procedimientos habituales (Figura 12.3).

Cuando el mismo filtro se hibridé con la sonda “ddB47” pero en condiciones de baja astringencia

se detectaron varios fagos adicionales que mostraban sefiales de hibridacién menos intensas (Figura

12.4). En un principio los halos de lisis numerados con los cédigos B1 a B15 fueron picados de

la placa original y conservados a 4 °C (hasta su
posterior caracterizacién). Asumimos que entre
estos fagos serd posible identificar el gen que co-
difica el segundo de los mensajeros detectados
en el andlisis northern llevado a cabo.

Se preparé DNA de los dos fagos de-
tectados en condiciones de alta astringencia,
denominados fB47-1 y {B47-2. Mediante and-
lisis de restriccién y de hibridacién se comprobé
que ambos fagos eran idénticos y que incluian,
por lo tanto, el mismo inserto. La Figura 12.5
muestra el mapa de restriccion de la regién de
DNA genémico de B. cinerea incluida en estos

dos fagos y que hibrida con la sonda “ddB47” y

Figura 12.4

Hibridacién del mismo filtro de la genoteca de fagos
de DNAgenémico de B. cinerea con la sonda ddB47
en condiciones de baja astringencia. Lavados hasta 1X

SSC realizados a 58° C.
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Figura 12.5

Mapa de restriccién de la regién de DNA gendmico de B. cinerea que hibrida con la sonda ddB47. Se presenta
la regién correspondiente del fragmento Sa/I-EcoRI de 1.960 nt detectada mediante hibridacién Southern y que
ha sido clonado en el pldsmido p47-1 y secuenciado. Se indican las posiciones de los lugares de anillamiento de
los oligonucleétidos utilizados para marcar mediante los fragmentos de DNA utilizados como sonda, asi como el
fragmento de restriccién Sa/l-Kpnl también utilizado como sonda. Debajo del mapa de restriccién se presentan los
resultados obtenidos en el andlisi northern llevado a cabo con las sondas indicadas sobre filtros con muestras de
RNA total derivado de hojas de tomate infectadas con B. cinerea y recogidas a las 120 hpi.

= I

P22 RT1

sus regiones flanqueantes. En la misma figura se muestra la ubicacion del fragmento de restriccion

EcoRV-EcoRV de 750 pb de tamano detectado en el Southern de DNA genémico. El fragmento

Sall-EcoRI de aproximadamente 2,0 kb que incluye este fragmento £coRV-EcoRV fue clonado en el

pldsmido BlueScript SK, dando lugar al plismido p47-1, y su secuencia fue determinada (las dos ca-

denas fueron secuenciadas completamente). Este fragmento resulté tener un tamano de 1.960 nt. La

secuencia completa del mismo se presenta en la Figura 12.6. El andlisis de la secuencia nucleotidica

determinada permiti6 identificar la secuencia del fragmento de “differential display” “ddB47” aislado

inicialmente (Benito ez al., 1996) y que ha sido utilizado como sonda de hibridacién. La Figura 12.6

A muestra el alineamiento de la secuencia del fragmento Sa/l-EcoRI de ADN genémico de 1.960 nt y



0001 GT%%%CCTGGCACGACCTGGCACGACCTGGCAGAACACACGACAGGGCACCGTTGCTCACAGCTGCTCAGTGCTCCCAAG
0081 CTGGAGCTCCCACGATGACGTATGAAAATATATCTTTCTTCGGATTCTGTTCCCAAGCCATTACGAAACAGCTTGTCTTG
016l GGATCCATAGTTGCCGGTATCACACTTTTCGCGGGAATCGATCGAATAGATACAATTTGGTCTATCTCATATGTAATTGT
0241 TCCACACAAAGCCAATAATAATAGCTGCCGCCATTCGATTTTCCCGGTTTGTTTCCTCGCTGTTTACTAATTACCTAGAC
0321 AGTTATTAGTCTACAAGTACAAGTACAAGTCCGGTCTTCCCTCTCCATTCCTCCTTTCTACTTTTTTCTCGTACACAAAC
Kpnl
0401 TTGCCCAATACCTCCTTGATTTATTGAATTTCTGATTGACGGTACCTTGCAATATACCCATTTGTACCAATTGCACTCTT
0481 GAACATCGCATATAAATAAATAACCGCGGGGTAAGGTGTTGTAGAAACCAAGACCATGCTTCGCACAACAGCGACACGCT
0561 CTCTCTTGAAGAGCTTCACAAAACTTCCCACCTCTCGAGCAAGCTATTCTCAAGCTTCCGCAGCTCTCAAAAATACCTCT
0641 TCTTTCCGCACATCAATCTCCAAACGCCCTGCAACCCTCTCTTCCCGTCTCTTCTATGCCACCAAATCCGAACCTCCTTA
0721 CCTCCCCGACGAAATAAATTTCAAAGAAGAAGAAAAGATCGCAAAACAAACAATCGAACCTCACCCCGAATCCGTATCAT
0801 CACAGTCCTCCGTTCGTCCTGTGTTCGAGGAAAACCCACACCACGAAGGCCACGGATCGGTCAAAGATGATTTGGAAACT
0881 ATCAAGGAAACATTTGCTCTACGGGAGGTTCCCAAGGAATCTTTGATAATTGGTGCTGCGGGTGTTTTACCTTATGCTGC
0961 TACATCGGCTTCTACAGTGTATTTGGCTTACGATATCAATCAAGCAAACGCTACTGGACAAGGCATCTTATTTTCACCCG
1041 AGACGGCTCACCAATTGTTGGAGTATATTACACCTATTCAAGTTGGATATGGTGCTGTTGTAAGTTCTTTTTCCCGGTTC
1121 TAAATCGCCAAACTATAACTAAAACTTGATACATAGATCATTTCCTTCCTCGGTGCAATTCACTGGGGTCTTGAATATGC
1201 AGGTTATGGAGGACATCACAGCTACCGTCGATACATGATCGGAGTTGTTGCTCCTGCTGTCGCATGGCCTACTATACTTA
1281 TGCCAGTGGAATACGCGTTAATTACCCAATTCACCGCTTTCACATTCCTCTATTTCGCAGATGCCCGAGCAACAGTTCGA
1361 GGATGGTGTCCTCCCTGGTACAGCACATATAGATTTGTCTTGACATTTATTGTGGGAGCGGCGATTGTGGCAAGTTTGGT
1445 CGGTAGAGGAAGAATTGTCAGCCATGATAGACAATTGAGAAGTGCAGTTGATTATGTCAAGGAAGACAGAGATGGTCAGT
D32
0001 -GATCGCATTGGAACAGGAGGAGAAGATGAGAAGGGCGAAGTTGGCTGAAGAGGAGAAGGCGGATGAGGAGGAGGAGGCA

1521 GGATAGCATTGGAACAGGAGGAGAAGATGAGAAGGGCGAAGTTGGCTGAAGAGGAGAAGGCGGATGAGGAGGAGGAGGCA

0080 CAGGATGAATCCGGAGATGAGGAGGAGAGTGATAATGAAGAAGAGAAGAAGGATGAGAAGAAGTAAATTAGCATCCGAGT

1601 CAGGATGAATCCGGAGATGAGGAGGAGAGTGATAATGAAGAAGAGAAGAAGGATGAGAAGAAGTAAATTAGCATCCGAGT

0160 TTGTACATATCTACTTTCTCTCCATCTGCCTTCGTCATCCCGTTTTCCCCAAAAAAAAAAAAA-————————————————
::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::ﬁ"ﬁ---- RT1

1681 TTGTACATATCTACTTTCTCTCCATCTGCCTTCGTCATCCCGTTTTCCCCGGATAAATTAATGTCTGATATCACTTCGGC

1761 TTCAATTCAAATTAATCCATTTATGCAGAAGTATTTTCTAGTATATAGCAAGTTATCAAATGTACAGAAAAAAAAATCAA
1841 TAATGTCCTCGTCACCATGATATCAGAGCTCTAGTGAAGTATCTTTTAAGCTGCCATTCCTCCTTTGAAACTAAACCTCC

1921 AAGGGAAAACCGGCCTTCTCAACCACCACTCACA?%A%gF
cO.

Figura 12.6

Alineamiento de las secuencias de nucleotidos del fragmento Sall-EcoRI de 1.960 nucleotidos clonado en p47-1 y del
fragmento de cDNA ddB47. Se indican las posiciones y orientaciones de los cebadores P22 y RT1 utilizados para la
amplificacion del fragmento ddB47. Se indica también la posicién del sitio de poliadenilacion (V).

la secuencia del fragmento “ddB47”. La localizacién y orientacién de los cebadores utilizados en el
andlisis de expresién génica diferencial llevado a cabo mediante “differential display” que permitié
el aislamiento de dicho fragmento “ddB47” (secuencias descritas en Benito ez 4/., 1996) se muestran

en la Figura 12.5 y 12.6. Las secuencias originales de estos cebadores son las siguientes:

*  Decdmero Directo P22 (5’-GATAGCATTG-3’), cuya secuencia se encuentra localizada
préxima al extremo EcoRI del fragmento Sa/l-EcoRI de 1.960 nt en la cadena de DNA

que discurre en direccién 5°-3" desde el sitio de restriccién Sa/l y hacia el sitio de restric-

cién EcoRI
* Cebador Reverso RT1 (5-TTTTTTTTTTTGG-3’), cuya secuencia representaria el

extremo de la regién 3’ transcrita del gen codificador correspondiente, marcando la por-4,
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cién del sitio de poliadenilacién y que en el fragmento Sa/l - EcoRI de 1.960 nt donado
en el pldsmido p47-1 se encuentra préxima al extremo EcoRI y en la cadena que discurre

en direccién 5’-3” desde el sitio de restriccién EcoRI y hacia el sitio de restricccion Sall.

La copia genémica de la regién correspondiente al decimero P22 muestra una variacion
respecto a la secuencia del propio cebador P22y, por lo tanto, a la secuencia del fragmento de cDNA
“ddB47” (Benito ez al., 1996), en la posicién “4” de dicho cebador, cambio que podemos explicar si
tenemos en cuenta la baja temperatura de anillamiento utilizada en el perfil de PCR que se aplicé en
el andlisis de “differential display” que permitié detectar este fragmento de cDNA. De acuerdo con
el principio del método “differential display”, este fragmento de cDNA debe representar el extremo
3’ de un RNA mensajero y la fase abierta de lectura del gen que codifica dicho RNA mensajero debe
discurrir de izquierda a derecha en el esquema presentado en la Figura 12.5, desde el sitio Sa/l y hacia
el sitio EcoRI.

La secuencia del fragmento Sa/l-EcoRI de 1.960 nucledtidos fue comparada con las secuen-
cias de nucledtidos depositadas en las bases de datos publicas. Inicialmente no se detecté ninguna
homologia significativa con secuencias de nucleétidos previamente caracterizadas. Se realizé enton-
ces un andlisis de las secuencias de aminodcidos resultantes de la traduccién de las seis posibles fases
de lectura que podemos considerar en la secuencia de nucledtidos de dicho fragmento. Sélo en una
de las fases de lectura se detect6 una posible fase de lectura abierta que pudiera dar lugar a un RNA
mensajero del tamano detectado en el andlisis northern. Dicha fase abierta de lectura discurria efec-
tivamente de izquierda a derecha en el esquema de la Figura 12.5, desde el sitio Sa/l y hacia el sitio
EcoRI, y resultaba de la eliminacién de un intrén de 56 nucledtidos.

Para confirmar que esta fase de lectura es la fase de lectura cuya transcripcion origina al menos
uno de los RNA mensajeros detectados por hibridacién, y para determinar con mayor precisién
su localizacién, se llevé a cabo un andlisis de hibridacién tipo Northern utilizando como sondas
distintos fragmentos de DNA derivados del fragmento Sa/l-EcoRI de 1.960 nucledtidos clonado en
el pldsmido p47-1. Para facilitar el andlisis en estas hibridaciones se utilizaron membranas de nylon a
las que se habian transferido, en cada caso, 20 pg de RNA total extraido a partir de hojas de tomate
infectadas inoculadas con B. cinerea y recogidas a las 120 hpi, momento en el que la acumulacién

de los RNA mensajeros analizados es mayor. Los resultados se muestran en la parte inferior de la

Figura 12.5. Cuando se utiliza como sonda el fragmento I, que es el fragmento de cDNA “ddB47”
amplificado y marcado mediante PCR utilizando los oligonucleétidos P22 y RT1, se reproduce el

patrén de hibridacién obtenido originalmente con esta sonda (ver Figura 12.1), detectdindose dos



bandas de diferente intensidad correspondientes a dos RNA mensajeros de aproximadamente 1,4 y
1,0 kb, respectivamente.

Posteriormente se utilizé como sonda el fragmento II, un fragmento de DNA amplificado y
marcado mediante PCR utilizando una nueva pareja de oligonucleétidos:

e EP-47A (5-AGGCCACGGATCGGTCA-3’) cuya secuencia coincide con la secuen-

cia de nucleétidos de la cadena codificante del gen Bde47 entre las posiciones +312 y
+328.

e EP-47B (5°-TTCTTCCTCTACCGACC-3’) cuya secuencia de nucledtidos es comple-
mentaria de la secuencia de la cadena codificante del gen Bde47 entre las posiciones
+919 y +903 (ver Figura 12.5), y derivado de la regién inmediatamente adyacente al
fragmento I en direccién al sitio de restriccion Sall.

Cuando se utiliza este fragmento II como sonda sélo se detecta el RNA mensajero de mayor
tamafio de los dos RNA mensajeros buscados. Por lo tanto, esta sonda es especifica del RNA men-
sajero de 1,4 kb.

Finalmente, cuando se utiliza como sonda el fragmento de restriccién Sa/l-Kpnl de 450
pares de bases correspondiente al extremo distal del fragmento Sall-EcoRI de 1.960 nucleétidos
secuenciado (fragmento III), también se detecta Ginicamente el RNA mensajero de mayor tamaro,
aunque la intensidad de la banda observada es muy reducida en comparacién con las bandas co-
rrespondientes a este mensajero detectadas con las otras dos sondas. Esta observacién indica que
el origen de transcripcién del gen codificador del RNA mensajero de 1,4 kb estd localizado muy
préximo al sitio de restriccién Kpnl.

En resumen, teniendo en cuenta los datos de los andlisis de tipo Northern y de tipo Southern
realizados se concluye que los dos RNA mensajeros detectados con el fragmento “ddB47” estin
codificados por dos genes diferentes que manifiestan un cierto grado de homologia en parte de su
secuencia, que en el caso del gen que codifica el RNA mensajero de 1,4 kb se limita a la regién 3’
del mismo. Ademds, el clon aislado de la genoteca utilizando condiciones restrictivas de hibridacién
incluye el gen que se transcribe originando el RNA mensajero de 1,4 kb. Decidimos entonces
denominar inicialmente “Bde47A” (Botrytis differentially expressed 47A) al gen codificador del
RNA mensajero de 1,4 kb y “Bde47B” al gen codificador del RNA mensajero de 1,0 kb. El pre-
sente capitulo se centrard en el andlisis y caracterizacién del gen Bde47A. En capitulos siguientes se
describirdn las aproximaciones experimentales y los intentos llevados a cabo para tratar de clonar el

gen Bde47B.
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12.4. Andlisis de la secuencia del gen Bde47A

A continuacién se presenta la secuencia de nucleétidos del fragmento Sa/l-EcoRI de 1.960 nucled-
tidos que se muestra en la Figura 12.5 y clonado en el pldsmido p47-1 y que incluye la secuencia de
nucleétidos del gen Bde47A y de sus secuencias flanqueantes (secuencia depositada en las bases de
datos con el ndmero de acceso AM400897.1). La numeracién de la secuencia nucleotidica se inicia
en el primer nucleétido del codén de iniciacién de la proteina deducida. Se indica también la se-
cuencia de aminodcidos de la proteina deducida resultante de la traduccién de la tnica fase de lectura
abierta que puede originar un RNA mensajero del tamano detectado en las hibridaciones Northern
llevadas a cabo y cuya ubicacién fue determinada en estas mismas hibridaciones. Esta secuencia de

aminodcidos estd numerada desde el primer residuo de metionina (M).
12.4.a. La region estructural

La regién estructural del gen Bde47A se inicia en la posicién +1, en el primer nucleétido del triplete
ATG que constituye el codén de iniciacién del gen, y discurre hasta la posicién +1131, en la que
se encuentra el tercer nucledtido del codén de terminacién TAA. Consta de dos exones de 564 y de
510 nucledtidos, respectivamente, separados por un intrén de 57 nucleétidos localizado entre las
posiciones +565 y +621. El procesamiento de este intrén determina una fase de lectura de 1.074
nucleétidos, incluido el codén de terminacién, que codifica una proteina deducida de 357 amino4ci-
dos. La presencia de un intrén en el gen Bde47A se sospeché inicialmente al identificar tres codones
de terminacién, muy préximos entre si y localizados en la zona correspondiente al intrén propuesto,
que interrumpian la fase de lectura que se inicia en la posicidn +1 y encontrar, ademds, las secuencias
consenso de los extremos 5’ y 3’ de intrones de hongos filamentosos en zonas flanqueantes a la zona
en la que se encuentran estos tres codones de terminacién. Para confirmar la presencia de un intrén
en el gen Bde47A se amplificé mediante PCR la regién codificante del mismo, comprendida entre
las posiciones +1 y +1131, a partir tanto de la copia genémica como de la copia cDNA del gen. La
copia genémica se amplificé utilizando como molde DNA genémico de B. cinerea y la copia cDNA

utilizando como molde cDNA sintetizado mediante transcripcién inversa de una muestra de RNA

total de B. cinerea cultivado en medio liquido Gamborgs B5 suplementado con 10 mM sacarosay 10
mM KH,PO,. En ambos casos, para la amplificacién de los correspondientes productos se utilizaron

dos oligonucledtidos especificos:



*  EP47-C (5°-GACGGTACCTTGCAATA-3’), cuya secuencia coincide con la secuencia
de nucleétidos comprendida entre las posiciones —98 y -82 de la cadena sin sentido del
gen Bde47.

*  EP47-D (5-GGGGAAAACGGGATGAC-3’), cuya secuencia es complementaria de la
secuencia de nucleétidos comprendida entre las posiciones 1181 y 1197 (numeracién

segun se indica en la secuencia anteriormente mostrada) de la cadena sin sentido del gen

Bde47.
lSlI 10 20 30 40 50
| Sa | | | | |
-535 GTCGACCTGGCACGACCTGGCACGACCTGGCAGAACACACGACAGGGCAC
-485 CGTTGCTCACAGCTGCTCAGTGCTCCCAAGCTGGAGCTCCCACGATGACG
-435 TATGAAAATATATCTTTCTTCGGATTCTGTTCCCAAGCCATTACGAAACA
-385 GCTTGTCTTGGGATCCATAGTTGCCGGTATCACACTTTTCGCGGGAATCG
-335 ATCGAATAGATACAATTTGGTCTATCTCATATGTAATTGTTCCACACAAA
-285 GCCAATAATAATAGCTGCCGCCATTCGATTTTCCCGGTTTGTTTCCTCGC
-235 TGTTTACTAATTACCTAGACAGTTATTAGTCTACAAGTACAAGTACAAGT
-185 CCGGTCTTCCCTCTCCATTCCTCCTTTCTACTTTTTTCTCGTACACAAAC
Kpnl
-135 TTGCCCAATACCTCCTTGATTTATTGAATTTCTGATTGACGG%ACCTTGC

-85 AATATACCCATTTGTACCAATTGCACTCTTGAACATCGCATATAAATAAA
-35 TAACCGCGGGGTAAGGTGTTGTAGAAACCAAGACC
+1 ATGCTTCGCACAACAGCGACACGCTCTCTCTTGAAGAGCTTCACAAAACT
M L R T T A T R S L L K S F T K L
+51 TCCCACCTCTCGAGCAAGCTATTCTCAAGCTTCCGCAGCTCTCAAAAATA
P T S R A S Y S Q A S A A L K N
+101 CCTCTTCTTTCCGCACATCAATCTCCAAACGCCCTGCAACCCTCTCTTCC
T S S F R T S I S K R P A T L S S
+151 CGTCTCTTCTATGCCACCAAATCCGAACCTCCTTACCTCCCCGACGAAAT
R L F Y A T K S E P P Y L P D E I
+201 AAATTTCAAAGAAGAAGAAAAGATCGCAAAACAAACAATCGAACCTCACC
N F K E E E K I A K Q T I E P H
+251 CCGAATCCGTATCATCACAGTCCTCCGTTCGTCCTGTGTTCGAGGAAAAC
P E S V S S Q S S V R P V F E E N
+301 CCACACCACGAAGGCCACGGATCGGTCAAAGATGATTTGGAAACTATCAA
P H H E G H G S V K D D L E T I K
+351 GGAAACATTTGCTCTACGGGAGGTTCCCAAGGAATCTTTGATAATTGGTG
E T F A L R E vV P K E S L I I G
+401 CTGCGGGTGTTTTACCTTATGCTGCTACATCGGCTTCTACAGTGTATTTG
A A G V L P Y A A T S A S T V Y L
+451 GCTTACGATATCAATCAAGCAAACGCTACTGGACAAGGCATCTTATTTTC
A Y D I N Q A N A T G Q G I L F S
+501 ACCCGAGACGGCTCACCAATTGTTGGAGTATATTACACCTATTCAAGTTG
P E T A H Q L L E Y I T P I Q V
+551 SATATGSTGCTGTTgtaagttctttttcccggttctaaatcgccaaacta
Y AV
+601 taactaaaacttgatacatagATCATTTCCTTCCTCGGTGCAATTCACTG
I I S F L G A I H W
+651 GGGTCTTGAATATGCAGGTTATGGAGGACATCACAGCTACCGTCGATACA
G L E Y A G Y G G H H S Y R R Y
+701 TGATCGGAGTTGTTGCTCCTGCTGTCGCATGGCCTACTATACTTATGCCA
M I G V V A P AV A W P T I L M P
+751 GTGGAATACGCGTTAATTACCCAATTCACCGCTTTCACATTCCTCTATTT
V E ¥ A L I T Q F T A F T F L Y F
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+801 CGCAGATGCCCGAGCAACAGTTCGAGGATGGTGTCCTCCCTGGTACAGCA
A D A R A T V R G W C P P W Y S
+851 CATATAGATTTGTCTTGACATTTATTGTGGGAGCGGCGATTGTGGCAAGT
T ¥ R F v L T F I VvV G A A I V A S
+901 TTGGTCGGTAGAGGAAGAATTGTCAGCCATGATAGACAATTGAGAAGTGC
L vV G R G R I VvV S H DR Q L R S A
+951 AGTTGATTATGTCAAGGAAGACAGAGATGGTCAGTGGATAGCATTGGAAC
vV D Y v K E D R D G Q W I A L E
+1001 AGGAGGAGAAGATGAGAAGGGCGAAGTTGGCTGAAGAGGAGAAGGCGGAT
Q E E K M R R A K L A E E E K A D
+1051 GAGGAGGAGGAGGCACAGGATGAATCCGGAGATGAGGAGGAGAGTGATAA
E E E E A Q D E S G D E E E S D N
+1101 TGAAGAAGAGAAGAAGGATGAGAAGAAGTAA
E E E K K D E K K -
+1132 ATTAGCATCCGAGTTTGTACATATCTACTTTCTCTCCATCTGCCTTCGTC

+1182 ATCCCGTTTTCCCCGGATAAATTAATGTCTGATATCACTTCGGCTTCAAT
+1232 TCAAATTAATCCATTTATGCAGAAGTATTTTCTAGTATATAGCAAGTTAT
+1282 CAAATGTACAGAAAAAAAAATCAATAATGTCCTCGTCACCATGATATCAG
+1332 AGCTCTAGTGAAGTATCTTTTAAGCTGCCATTCCTCCTTTGAAACTAAAC
+1382 CTCCAAGGGAAAACCGGCCTTCTCAACCACCACTCACAGAATTC

Figura 12.7
Secuencia de nucleétidos perteneciente al fragmento Sa/l-EcoRI de 1.960 nt.

Los dos productos amplificados fueron secuenciados y las correspondientes secuencias com-
paradas. Dicha comparacién demostré que en la copia cDNA no estd presente la secuencia corres-
pondiente al intrén propuesto entre las posiciones indicadas. Este intrén presenta una estructura que
responde con exactitud a la estructura de los intrones de genes eucariotas en general y de hongos
filamentosos en particular. Asi, en su extremo 5’ el intrén estd flanqueado por la secuencia GTAAGT,
que se ajusta perfectamente a la secuencia consenso de procesamiento del extremo 5 descrita en
hongos filamentosos (GTPuNGT) (donde Pu representa un nucleétido purico) (Gurr e al. 1987;
Rambosek ez al. 1987) y a la secuencia consenso tipica de eucariotas superiores (GTAAGT) (Lerner
et al. 1980), y en su extremo 3’ el intrén presenta la secuencia TAG, que responde a la secuencia
consenso del extremo 3’, NAG (N representa cualquier nucledtido) en eucariotas superiores(Mount
1982), y PiAG (Pi representa cualquier nucledtido pirimidinico) en hongos filamentosos (Gurr ez al.
1987; Rambosek ez al. 1987).

Como grupo colaborador que forma parte del consorcio internacional de laboratorios que
han participado en el proyecto de secuenciacién y anotacién del genoma de B. cinerea'y de S. sclero-
tiorum tuvimos acceso a la informacion del genoma de las tres cepas analizadas una vez se generé el

primer ensamblaje y la primera anotacién automdtica de cada genoma. Utilizando la informacién

de la secuencia determinada manualmente por nuestro grupo pudimos comprobar que en la cepa

B. cinerea B05.10 existe una tnica copia del gen Bde47A, confirmando nuestras observaciones de-



rivadas del andlisis Southern, y que la misma situacién se presenta en la cepa B. cinerea T4 y en S.

sclerotiorum. Los c6digos de los genes identificados en la anotacién automdtica son:

B. cinera B05.10: BC1G_09402.1
B. cinerea BofuT4: BofuT4_P148430.1
S. sclerotiorum: SS1G_05730.1

En los tres organismos la anotacién propuesta coincide con la anotacién que proponemos
nosotros teniendo en cuenta el andlisis llevado a cabo sobre la secuencia determinada experimental-

mente en nuestro laboratorio.
12.4.b. Andlisis de la regién promotora

La secuencia de la regién 5’ no codificante del gen Bde47A determinada en este estudio incluye 535
nucleétidos. Los andlisis de hibridacién tipo Northern llevados a cabo para ubicar con precisién la
regién de DNA que se transcribe para dar lugar al RNA mensajero de aproximadamente 1,4 kb de
tamano demostraron que el inicio de transcripcién del gen Bde47A se encuentra préximo al sitio de
restriccién Kpnl (sitio situado a 95 nucleétidos del coddén de iniciacién), y entre éste y el sitio Sa/l
del fragmento de DNA clonado en el pldsmido p47-1. Esta observacién permite estimar el tamano
de la regién 5’ transcrita pero no traducida del gen Bde47A, que debe tener un tamano ligeramente
superior a los 100 nucleétidos (probablemente entre 125 y 150 nucleétidos).

En esta regién 5° no codificante del gen Bde47A se encuentran secuencias que se ajustan
con precisién a la secuencia de elementos relacionados con el control de la expresién génica en
organismos eucariotas, concretamente con secuencias implicadas en el proceso de transcripcién y
su regulacién. Las caja “TATA” aparecen delante del origen de transcripcién en la gran mayoria de
los promotores de genes eucaridticos descritos e intervienen en el reconocimiento por parte de la
RNA polimerasa II del origen de transcripcién (Sentenac y May, 1981; Dobson ez al., 1982). Varias
copias de la secuencia “TATA” aparecen en la regién promotora del gen Bde47A. Sin embargo, sélo
aquella identificada entre las posiciones —427 a —424 se localiza en una regién anterior al origen de
transcripcién y puede, por lo tanto, ser funcional. Las otras dos copias aparecen entre las posiciones
—83 a—80 y —45 a —42, respectivamente, después del origen de transcripcién (que se debe encontrar
aguas arriba alrededor del sitio Kpnl) y formando parte ya de la regién transcrita del RNA mensaje-
ro. También aparecen en la regién promotora del gen Bde47A varias copias de la secuencia “CAAT”
(posiciones -130 a — 127; -86 a —83; -68 a —65), cuya presencia es frecuente en los promotores de

genes eucariotas, si bien su funcién en el proceso de transcripcion ain no ha sido clarificada.
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Se analizé posteriormente la secuencia promotora buscando otros motivos o elementos de

regulacién particulares basindonos en la identificacién de secuencias de unién de factores de trans-

cripcién haciendo uso del programa Matlnspector (Cartharius ez al. 2005). Los resultados de las

familias de factores de transcripcién para los cuales se encuentran motivos de unién en la region

promotora del gen Bde47A identificadas con este programa se muestran en la Tabla 12.1.

General transcription factor IID, GTF2D

cctgtegtgtgttctgccaggtcgtgeca-

8-46 (-) 0.723
gGTCGtgcca
General transcription factor IID, GTF2D gcactgagcagctgtgagcaacggt-
35-63(-) 0.723
gcectGTCGrgtgt
General transcription factor IID, GTF2D tcagtgctcccaagcetggagetcccac-
67 -105 (+) 0.712
gatGACGtatga
Core promoter motif ten elements 194 - 214 (+) 0.786 | ggaatcgATCGaatagataca
Asperg.| Neurospora-activ.of genes indu-
206 -212 (-) 1.000 | TATCtat
ced by nitrogen
Asperg./ Neurospora-activ.of genes indu-
ced by nitrogen 223-229 (+) 0.994 | TATCtca
Pheromone response elements 235 - 247 (1) 0.870 | gtgtggAACAatt
Yeast CCAAT binding factors 2472259 () 0.907 | caaagCCAAtaat
Activator of cytochrome C 273 -287 () 0.801 | cogggaaaATCGaat
Yeast activator of glycolytic genes 275291 (+) 0.791 | tegatettCCCGgtttg
Activator of cytochrome C 349 - 363 () 0.826 | gagegaagACCGgac
Aspergillus spore/developmental regulator 360 - 374 (+) 0.984 | cctctcCATTectec
Yeast heat shock factors 385-395(+) | 0.856 | tTTCTcgtaca
Plant TATA binding protein factor 487 507 () 0.966 | cgcaTATAaataaat
Neurospora crassa QA1 gene activator 488 - 504 (+) 0.806 | gcggttatttat TTATatgceg
Yeast GC-Box Proteins 497 - 513 (+) 0.928 | taaataaccgcGGGGta
RDNA binding factor 507-515() | 0.861 |cttACCCeg




Familia Localizacién Ratio Secuencia

Yeast GAL4 factor 537 - 561 (-) 0.766 | gagcgtgtegetgttgtGCGAagcea

S.cerevisiae, Xhol site-binding protein I 592 - 604 () 0.885 | ctcTCGAgcaage

Yeast mating factors 645- 655 () 0.931 | tGATGtgcgga

Tabla 12.1

Resultados obtenidos analizando la regién promotora del gen Bde47A con el programa Matlnspector.

12.4.c. Andlisis de la region 3’ flanqueante

La secuencia mostrada en la Figura 12.6 muestra también la secuencia correspondiente a la regién
3’ no codificante del gen Bde47A y que incluye 294 nucleétidos. La comparacién de la secuencia de
nucleétidos del fragmento de DNA clonado en el pldsmido p47-1 con la secuencia del fragmento
de cDNA correspondiente al fragmento de “differential display” ddB47, que de acuerdo con el
principio de esta metodologia debe representar el extremo 3’ de un RNA mensajero, y la considera-
cién de la ubicacién y orientacién del cebador reverso RT1 utilizado para amplificar este fragmento
de ¢cDNA, permiten determinar la posicién exacta del sitio de poliadenilacién del gen Bde47A.
La Figura 12.5 presenta dicha comparacién y en la misma se indica la posicién del sitio de polia-
denilacién. Debemos recordar que con el método de “differential display” en una primera fase se
sintetizan, mediante transcripcién inversa, subpoblaciones de cDNA cuya constitucién dependerd
de la naturaleza de los cebadores reversos utilizados. Habitualmente se utiliza una coleccién de 12
cebadores reversos, denominados “cebadores anclados”, constituidos en cada caso por 11 residuos
de timidina y dos nucleétidos adicionales en el extremo 3’ del cebador. En la dltima posicién del
cebador puede aparecer cualquiera de los cuatro nucleétidos, mientras que en la pentiltima posicién
puede aparecer cualquier nucleétido excepto timidina. Con estos cebadores reversos se sintetizan
12 subpoblaciones de cDNA, cada una de las cuales incluye aquellos cDNAs derivados de los RNA
mensajeros que poseen cada una de las 12 combinaciones posibles en los dos nucledtidos inmedia-
tamente previos a la cola de poly-A. Luego, en una segunda fase, la metodologia de “differential
display” propone llevar a cabo reacciones de PCR utilizando como molde cada una de estas subpo-

blaciones complejas de cDNA y como cebadores dos oligonucleétidos diferentes: el mismo cebador

reverso utilizado en la reaccién de sintesis de cDNA y un cebador de pequefio tamao, generalmen-

te un decdmero. Utilizando un niimero suficientemente grande de decimeros en combinacién con
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cada primer reverso es posible garantizar que se amplificardn fragmentos de cDNA que representen,
en su conjunto, todos los genes que se estdn expresando en unas condiciones dadas y en un momento
dado. En nuestro caso, el primer reverso utilizado para amplificar el fragmento “ddB47” tenia la
secuencia T, GG. La posicién del sitio de poliadenilacién es la posicién 1.730 en la Figura 12.5. Por
lo tanto, teniendo en cuenta la numeracién establecido a partir del primer nucleétido del codén de
iniciacién del gen Bde47A, que se presenta en la secuencia de la seccién 12.4, el RNA mensajero
que resulta de la transcripcién del gen Bde47A presenta una regién 3’ transcrita pero no traducida,
y previa a la cola de poliA (el sitio de poliadenilacién en esta secuencia est4 indicada con ¥), de un
tamafio de 64 nucleétidos. El tamafio total de la regién 3’ del RNA mensajero dependera de la longi-
tud de la cola de poliA afadida postranscripcionalmente, cuyo tamano no ha sido determinado. En
esta regién no aparece ninguna secuencia que responda con exactitud a la secuencia consenso senal
de poliadenilacién de genes eucariéticos “AATAAA” (Proudfoot y Brownlee, 1976; Berget, 1984).
No obstante, de los resultados obtenidos en este trabajo se deduce que el gen Bde47A es transcrito y

procesado correctamente.
12.4.d. La proteina deducida

Teniendo en cuenta el tamano de la regién codificante del gen Bde47A (1.074 nt), el tamano de
la regién 5° transcrita pero no traducida (entre 125 y 150 nt) y el tamafio de la regién 3’ transcrita
pero no traducida (64 nt), el tamafo esperado del RNA mensajero del gen Bde47A, sin contar con
el tamano de la cola poliA del mismo (no determinado), es de aproximadamente 1.250-1.300 nt. Si
consideramos una cola poliA de entre 100 y 150 nt, el tamano esperado del RNA mensajero del gen
Bde47A se ajusta con precisién al tamafno del RNA mensajero detectado mediante hibridacién (1,4
kb).

La fase abierta de lectura del gen Bde47A codifica una proteina deducida de 357 amino4ci-
dos, un peso molecular de 39.931,8 y un punto isoeléctrico tedrico de 5,36 y cuya composicién en
aminodcidos se presenta en la Tabla 12.11

Una busqueda bioinformdtica de posibles dominios funcionales mediante comparacién de
la secuencia deducida de la proteina BDE47A con las secuencias depositadas en las bases de datos
publicas no permiti6 detectar ninguna similitud con algiin dominio funcional descrito en proteinas
ya caracterizadas. Esto nos indica que muy probablemente estamos ante un tipo nuevo de proteina

que no ha sido descrito previamente, y que hasta el momento no se han caracterizado proteinas

homélogas en otros organismos.



Ala (A) 38 10.6% Leu (L) 26 7.3%
Arg (R) 20 5.6% Lys (K) 10 5.3%
Asn (N) 6 1.7% Met (M) 4 1.1%
Asp (D) 14 3.9% Phe (F) 14 3.9%
Cys (C) 1 0.3% Pro (P) 18 5.0%
Gln (Q) 12 3.4% Ser (S) 31 8.7%
Glu (E) 37 10.4% Thr (T) 24 6.7%
Gly (G) 20 5.6% Trp (W) 5 1.4%
His (H) 9 2.5% Tyr (Y) 17 4.8%
Ile (T) 21 5.9% Val (V) 21 5.9%
Tabla 12.11
Resumen de la composicién de aminodcidos de la proteina codificada por el gen Bde47A.

Dado que no existen secuencias homélogas previamente caracterizadas, debido a la ausencia
de homologias con dominios funcionales previamente descritos, no podemos inferir informacién
alguna sobre la posible funcién de la proteina a partir de la informacién generada en otros sistemas.
Por este motivo, decidimos entonces profundizar en el estudio y en la caracterizacién de la estruc-
tura de la proteina utilizando herramientas bioinformiticas.

En primer lugar se analizé la presencia o no de dominios transmembranales en la proteina
BDE47A mediante la utilizacién del servidor TMHMM Server v. 2.0 (Technical University of
Denmark). La anotacién automdtica del gen Bde47A en las dos cepas de B. cinerea y del gen homé-
logo en la cepa de S. sclerotiorum cuyo genoma ha sido analizado propone la existencia en la proteina

deducida derivada de cuatro dominios transmembranales, dominios detectados y confirmados por

TMHMM posterior probabilities for Sequence
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Figura 12.8
Esquema de la posible localizacion de los dominios transmembranals de la proteina BDE47A
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el programa antes mencionado. En la figura 12.8 se muestra una representacién de la localizacién de

los dominios transmembranales identificados.

Tratdndose de cuatro dominios transmembranales que ocupan posiciones localizadas en la

zona central de la proteina, el modelo de organizacién de la proteina que se propone implica la exis-

tencia de tres regiones inter-segmentos
transmembranales y de dos regiones
terminales, la inicial y final. Ambas
regiones terminales presentan la mis-
ma orientacién, dirigidas hacia el
“interior” del espacio delimitado por
la membrana en la que la proteina se
encuentra embebida, segtin el modelo
propuesto. La Tabla 12.III muestra
las posiciones exactas de los limites de

cada segmento.

Secuencia Posicién

interior (extremo amino) 1 -129
Hélice TransMembrana 1 130 - 152
exterior 153 -177

Hélice TransMembrana 2 178 - 200
interior 201 - 220

Hélice TransMembrana 3 221 - 243
exterior 244 - 262

Hélice TransMembrana 4 263 - 285
interior (extremos carboxilo) 286 - 357

Tabla 12.111

Posiciones de los dominios transmenbranales identificados en la

proteina BDE47A

El anilisis del perfil de hidrofobicidad de la proteina deducida, mediante el uso de diversas

herramientas del servidor Expasy, reforzé la idea del modelo propuesto de los cuatro dominios trans-

membranales propuesto por el servidor THMM y aceptada por nosotros. En la figura 12.9 se presen-

ta el perfil de hidrofobicidad de la proteina deducida, donde se observan 4 picos que sobrepasan la
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Figura 12.9

Perfil de hidrofobicidad deducido para la proteina BDE47A

Kyte-Doolittle Hydropathy Plot

linea roja y que corresponden a los
cuatro dominios transmembranales
descritos anteriormente.

Es posible proponer, por lo
tanto, que la proteina BDE47A es
una proteina de membrana. Para
determinar si la proteina es dirigida
a la membrana nuclear o a la mem-
brana de algin orgdnulo subcelular,
se llevé a cabo un andlisis de la lo-
calizacién subcelular de la proteina
con ayuda del servidor TargetP 1.1
(Technical University of Denmark).

El andlisis llevado a cabo propone



que la proteina BDE47A tiene una localizacién mitocondrial con una probabilidad de 0,917. Re-
sultados muy similares fueron obtenidos con el programa PSORT a través del servidor Expasy. Este
programa propone que se trata de una proteina anclada en la membrana interna mitocondrial con
una probabilidad del 0,900 e identifica y ubica una posible secuencia de localizacién mitocondrial,
la secuencia SRLFYA, alrededor de la posicién 53 de la misma.

Es interesante destacar, finalmente, que el extremo carboxilo de la proteina presenta un
marcado caracter dcido debido a la presencia de un elevado niimero de residuos de dcido glutdémico
(E), caracteristica que nos puede proporcionar informacién sobre su funcidn.

La informacién recopilada hasta el momento nos permitié realizar y proponer un esquema
de la organizacién estructural de la proteina y su posicién en la mitocondria, mostrada en la Figura
12.9. Ademds, toda esta informacién también nos permitié renombrar la proteina como Proteina
de la membrana interna mitocondrial de Bozrytis cinerea nimero 1 6 BCMIMP1 (Botrytis cinerea

Mitochondrial Inner Membrane Protein #1).

exterior

interior

Figura 12.10

Representacién grafica de la organizacién y ubicacién sugerida para la proteina BCMIMP1

Aunque no se detectan homologias significativas con proteinas previamente caracterizadas

o con dominios funcionales de proteinas previamente descritos, si es posible identificar secuencias

homélogas en el genoma de otros organismos. La bisqueda de homologias mediante un andlisis de
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tipo BLASTP a través del servidor del NCBI sobre la base de datos “non-redundant protein sequen-

ces (nr)” permite identificar secuencias relacionadas en el genoma de algunos hongos y bacterias y

en un numero muy reducido de plantas y animales. La mayor parte de las secuencias detectadas son

secuencias identificadas en el curso de la anotacién automadtica del genoma de diferentes especies

de hongos, apareciendo en todos los casos la secuencia identificada como “secuencia de proteina

putativa’ o “proteina hipotética’. En ningtin caso se detecta homologia con secuencias previamente

caracterizadas.

La Tabla 12.IV presenta un listado de las secuencias que el andlisis BLASTP indicado ha

permitido detectar y que presentan un e-valor < le-03. En total son 49 secuencias, 41 procedentes

de organismos eucariotas y 7 de bacterias. Entre las secuencias de eucariotas, 38 son de hongos

(Basidiomicetes, Ascomicetes y Ascomicetes Onygenales), 2 de plantas verdes y 2 de animales (un

cnidario y un equinodermo).

Secuencias que presentan un alineamiento significativo
ref]XP_001552061.1|hyp. Prot. BC1G_09402 [Botryotiniafuckeliana B05.10] Asc
ref]XP_001592809.1|hyp. Prot. SS1G_05730 [Sclerotiniasclerotiorum 1980] Asc
¢b|EEP80463.1| conserv. hypoth. protein [Uncinocarpusreesii 1704] Asc
gb|[EDP50521.1| conserv. hypoth. protein [Aspergillusfumigatus A1163] Asc
ref]XP_751675.1| conserv. hypoth. protein [Aspergillusfumigatus Af293] Asc
ref]XP_001266874.1| hyp. Prot. NFIA_104650 [Neosartoryafischeri NRRL 181]Asc
gb|EER23516.1| hyp. Prot. CPC735_048860 [Coccidioidesposadasii C735SOWgp] Asc
¢b|[EEQ72237.1]| conserv. hypoth. protein [Ajellomycesdermatitidis SLH14081] AOn
¢b|[EEH08105.1| conserv. hypoth. protein [Ajellomycescapsulatus H143] AOn
ref]XP_001247812.1| hypoth. protein CIMG_01583 [Coccidioidesimmitis RS] AOn
¢b|EER39813.1| conserv. hypoth. protein [Ajellomycescapsulatus H143] AOn
¢b|EEH40746.1| conserv. hypoth. protein [Paracoccidioidesbrasiliensis Pb01] AOn
ref]XP_001544501.1|conserv. hypoth. protein [Ajellomycescapsulatus NAm1] AOn
gb|EEH45602.1| conserv. hypoth. protein [Paracoccidioides brasiliensis Pb18] AOn
¢b|EEQ33515.1]| conserv. hypoth. protein [Microsporumcanis CBS 113480] AOn
ref]XP_001272017.1| conserv. hypoth. protein [Aspergillusclavatus NRRL 1] Asc
ref]XP_002341730.1| conserv. hypoth. protein [Talaromycesstipitatus ATCC 10500] Asc
ref]XP_001213102.1| conserv. Hypoth. protein [Aspergillusterreus NIH2624] Asc
ref]XP_001401858.1| hypoth. protein An04g04940 [Aspergillusniger] Asc
ref]XP_663184.1| hypoth. protein AN5580.2 [Aspergillusnidulans FGSC A4] Asc
ref]XP_002151302.1|conserv. hypoth. protein [Penicilliummarneffei ATCC 18224] Asc
ref]XP_001804512.1| hypoth. protein SNOG_14318 [Phaeosphaerianodorum SN15] Asc
gb|[EEH20970.1| conserv. hypoth. protein [Paracoccidioides brasiliensis Pb03] Asc
ref]XP_001932994.1| cons. hypoth. protein [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP] Asc

Score
733
600
278
273
273
272
271
271
271
270
269
268
268
267
265
265
264
261
259
259
259
258
256
251

E valor
0.0
6e-170
6e-73
2e-71
2e-71
4e-71
8e-71
le-70
le-70
2e-70
3e-70
5e-70
6e-70
2e-69
4e-69
4e-69
9e-69
le-67
2e-67
3e-67
4e-67
5e-67
2e-66
le-64



ref[XP_960098.1| hypoth. protein NCU05838 [Neurospora crassa OR74A] Asc 248 6e-64
ref]XP_002564640.1| Pc22g06080 [Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255] Asc 247 2e-63
gb|EEU48297.1|hyp.protNECHADRAFT_99046(Nectria haematococca mpVI77-13-4] Asc | 243 2e-62
ref[XP_001904472.1| unnamed prot. product [Podospora anserina] Asc 237 le-60
ref]XP_001408751.1| hypoth. protein MGG_12800 [Magnaporthe grisea 70-15] Asc 234 le-59
ref]XP_390705.1| hypoth. protein FG10529.1 [Gibberella zeae PH-1] Asc 226 2e-57
ref]XP_001228763.1| hyp. prot. CHGG_02247 [Chaetomium globosum CBS 148.51] Asc | 192 4e-47
ref]XP_761743.1| hypothetical protein UM05596.1 [Ustilago maydis 521] Bas 162 5e-38
ref]XP_001886116.1| predicted protein [Laccaria bicolor S238N-H82] Bas 161 le-37
ref[XP_001832926.1| hyp. prot CC1G_12295 [Coprinopsis cinerea okayama7#130] Bas 152 4e-35

ref]XP_571904.1] hyp. prot. CNG01760 [Cryptococcus neoformans var. Neof. JEC21] Bas 132 4e-29
ref]XP_774321.1| hyp. prot CNBG3020 [Cryptococcus neoformans var. neof.B-3501A] Bas 131 le-28

ref]XP_001820169.1| hypoth. protein [Aspergillusoryzae RIB40] Asc 97.1 3e-18
ref]XP_002374264.1| hypoth. protein AFLA_027540 [Aspergillusflavus NRRL3357] Asc 87.0 3e-15
ref]YP_002298605.1| hypothetical protein RC1_2407 [Rhodospirillumcentenum SW] APr 62.4 7e-08
ref]YP_002513464.1| glutaredoxin [Thioalkalivibrio sp. HL-EbGR7] GPr 61.2 le-07
ref[XP_002505369.1| predicted protein [Micromonas sp. RCC299] VCh 55.5 le-05
ref]XP_791059.1] PREDICTED: hypoth. protein [Strongylocentrotuspurpuratus] Ech 54.7 2e-05
ref]YP_001187662.1| hypoth. protein Pmen_2170 [Pseudomonas mendocina ymp] GPr 53.5 3e-05
emb|CAM75541.1| cons. hyp. prot. [Magnetospirillumgryphiswaldense MSR-1] APr 52.8 6e-05
ref]YP_001789303.1| hypoth. protein Lcho_0263 [Leptothrixcholodnii SP-6] BPr 52.0 9e-05
ref]ZP_03689988.1| hypoth. protein TKO9ODRAFT 1955 [Thioalkalivibrio sp. K90mix] GPr | 51.6 le-04
ref]XP_001632664.1| predicted protein [Nematostella vectensis] Cni 50.8 2e-04
ref]XP_001692925.1| predicted protein [Chlamydomonas reinhardtii] VCh 50.4 3e-04
ref]YP_002890909.1| hypothetical protein Tmz1t_3949 [Thauera sp. MZ1T] BPr 48.9 9e-04
Tabla 12.IV

Listado de secuencias homologas a la sequencia Bde47A detectadas mediante BLASTP.
Asc=Ascomicete; AOn=Ascomicete Onygenales; Bas=Basidiomicete; APr=Aproteobacteria; BPr=Bproteobacteria;
GPr=Gproteobacteria; Ech=Equinodermo; Cni=Cnidario; VCh=Vegetal Chlamydomonadales;

Un estudio del alineamiento de las secuencias correspondientes de hongos sugiere que las
proteinas identificadas y, por lo tanto, los genes codificadores en las distintas especies, son ortélogas.
La Figura 12.11 muestra el alineamiento de secuencias representativas de hongos. Debemos tener
en cuenta que en la mayor parte de los casos las secuencias con las que trabajamos derivan del
andlisis llevado a cabo mediante anotacién automdtica del genoma y que no han sido revisadas y co-

rregidas manualmente. Podemos asegurar que tenemos garantias de la organizacién y estructura del

gen Bde47A de B. cinerea (y de S. sclerotiorun) como consecuencia del trabajo experimental llevado
a cabo por nuestro grupo. Es posible, por lo tanto, que en algunos casos la secuencia aminoacidica

depositada en las bases de datos no sea del todo correcta.
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Alineamiento de la secuencia de la proteina BCMIMP1 con secuencias representativas de bacterias, algas y hongos.

Figura 12.12
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cias derivadas de animales es posible comprobar que el grado de similitud general es menor (Figura
12.12). En este caso, es posible detectar secuencias conservadas, pero estas se limitan estrictamente
a las regiones transmembranales propiamente dichas, no siendo posible identificar residuos conser-
vados correspondientes a las regiones “inter-segmentos transmembranales”. Tampoco se detecta ho-
mologia alguna en la regién correspondiente al extremo amino-terminal de las secuencias analizadas.
En relacién con el extremo carboxilo-terminal cabe destacar que ninguna de las secuencias estudiadas
presenta una region rica en residuos de dcido glutdmico.

Para estudiar la relacién que puede haber entre la secuencia deducida del gen Bde47A y estas
secuencias hipotéticas predichas en las bases de datos, se realizé un estudio filogenético entre ellas.
Para ello se tomaron las secuencias de las proteinas con mds de 100 correspondencias en su score y
se analizaron en el servidor publico Phylogeny.fr (Dereeper ez al. 2008) y con la aplicacién bioinfor-
matica META.

La comparacién de la secuencia deducida del gen Bde47A con estas proteinas depositadas en
las bases de datos no dio ningun resultado mencionable. De toda esta informacién podemos inferir
que la proteina BCMIMP1 no tiene relaciones filogenéticas con otras proteinas por ser la primera
caracterizada de su tipo. En el futuro, con la caracterizacién y estudio de los productos génicos deri-
vados de la secuenciacién del genoma de B. cinerea, se podra relacionar e incluir en nuevas familias

proteicas a esta proteina.




13. Localizacion subcelular de la proteina
BCMIMP1

El andlisis de las secuencias de localizacién subcelular de la proteina codificada por el gen Bde47A
indicaba que la proteina era dirigida a la mitocondria, concretamente a la membrana interna mito-
condrial. Para comprobar que es asi o, en su caso, determinar cudl es la auténtica ubicacién subce-
lular de la proteina decidimos marcar la proteina con un marcador que nos permitiera localizar su

emplazamiento en la célula.
13.1. Obtencién de transformantes con GFP

Para poder localizar la proteina BCMIMP1 dentro de la célula, se procedié a una estrategia basada
en el empleo de un marcador visual como es la Proteina Fluorescente Verde o GFP (Green Fluores-
cent Protein) detectable mediante microcopia (de fluorescencia y confocal). Con este objeto se pro-
cedié a la construccidn de una fusidn génica que permitiera expresar la GFP fusionada a la proteina
BCMIMPI. Para ello se inicié la construccién de un vector de expresion partiendo del pldsmido
p47-1, que contiene la regién estructural del gen Bde47A clonada en el pldsmido BlueScript II, y
del plismido pMCB15, que contiene una versién del gen que codifica la GFP de Aeguorea victoria
(Siemering ez al. 1996; Cormack ez al. 1997) que es funcional en hongos filamentosos (Ferndndez-
Abalos et al. 1998). Para fusionar el gen codificador de la proteina GFP (0,7 kb) al extremo 3’ de
la regién codificante del gen Bemimpl, determinando una fusién de la proteina GFP al extremo

carboxilo de la proteina BCMIMPY1, se disefaron dos oligonucleétidos:

e OF1 (oligonucleétido Fusion 1) (5-GGATGCTGTCGACTTCCTTCT-
CATCCTTCTT-3’), cuya secuencia es complementaria de la secuencia de la cadena sin
sentido del gen Bemimpl entre las posiciones 1.158 y 1.191 y con modificaciones que
permiten eliminar su codén de terminacién e introducir un sitio de restriccién Sa/l que
facilita la posterior clonacién de la regién estructural del gen codificador de la GFP en

fase con aquél.
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Construccién del plismido pMAS25




* OF2 (Oligonucleétido Fusién 2) (5’-GATGAGTCTAGATAAATTAGCATCC-
GAGTT-3’), cuya secuencia coincide con la secuencia de la cadena sin sentido del gen
Bemimpl entre las posiciones 1.167 y 1.196, y que permite introducir un sitio Xbal
justo delante del codén de terminacién natural del gen Bemimpl.

La estrategia de clonacién que fue utilizada para construir la fusién génica clonada en el
pldsmido pMAS25 se presenta en la Figura 13.1. En primer lugar se amplific6 mediante PCR,
utilizando como DNA molde DNA del plismido p47-1 y como cebadores los oligonucleétidos
M13 Forward y OF1, el fragmento de aproximadamente 1,8 kb de tamano que incluye la regién
promotora y la regién estructural del gen Bemimpl clonadas en aquel pldsmido. El fragmento fue
digerido con Sacl y con Sall y se purificé el fragmento Sacl-Sall de aproximadamente 1,6 kb. La
regién estructural del gen codificador de la GFP fue obtenida como un fragmento Sa/l-Xbal de 746
nucleétidos mediante digestién con estas enzimas a partir del pldsmido pMCP15. Ambos fragmen-
tos fueron clonados en una ligacién de tres fragmentos en el pldsmido pBluescript SK+ digerido con
las enzimas de restriccién Sacl y Xbal dando lugar al plismido pMAS23.

En segundo lugar, utilizando como molde el pldsmido p47-1 y los oligonucleétidos M13
Reverse y OF2 se amplificé mediante PCR el fragmento de DNA que incluye la region termina-
dora del gen Bemimpl. El fragmento fue purificado y digerido con las enzimas de restriccién Xbal
y EcoRI, purificdindose finalmente el fragmento con extremos Xbal-EcoRI que incluye los primeros
295 nucledtidos de la regién terminadora del gen Bemimpl. El plaismido pMAS23 fue digerido con
las enzimas Sacl y Xbal y se purificé el fragmento Sacl-Xbal de aproximadamente 2,5 kb que in-
cluye el promotor del gen Bemimpl y su regién estructural fusionada a la regién estructural del gen
codificador de la GFP. Los dos fragmentos purificados fueron clonados mediante una ligacién de
tres fragmentos en el vector pBluescript SK+ digerido con las enzimas de restriccién Sacl y EcoRl,
originando el pldsmido pMAS24. A partir de este pldsmido se purific un fragmento Sacl-Sacl de
aproximadamente 2,4 kb que incluye la fusién génica completa, ahora ya con las secuencias de la re-
gién terminadora del gen Bemimp1 a continuacion del codén de terminacién del gen codificador de
la GFP. Este fragmento fue clonado en el plismido pOHT, portador de la fusién génica que permite
expresar la resistencia a higromicina en B. cinerea, dando lugar al pldsmido pMAS25. El proceso de
construccién del pldsmido pMAS25, construccién resultante y necesaria para la transformacién de

B. cinerea, se muestra en la Figura 13.1.

Una vez generado el alelo fusién se introdujo en la estirpe silvestre de B. cinerea B05.10 me-
diante transformacién de protoplastos mediada por PEG. Se obtuvieron varios transformantes y se

seleccionaron inicialmente dos que fueron analizados mediante Southern (Figura 13.2). El objetivo
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Figura 13.2

Andlisis Southern de transformantes obtenidos con el pldsmido pMAS25.

DNA del pldsmido pMAS25 (carreras 1), y DNA genémico de la cepa B05.10 (carreras 2), del transformante
GMAS 1 (carreras 3), y del transformante GMAS 7 (carreras 4), fueron digeridos con Hind 111 y con BamHI,
separados mediante electroforesis en gel de agarosa del 0°6 % (w/v), y transferido a una membrana de nylon. Los
filtros fueron hibridizados sucesivamente con las sondas EP47A-EP47B, derivada de la region estructural del gen
Bde47A, y OMAS13-OMAS14, derivada de la regién codificante del gen codificador de la GFP. Ambas sondas

son fragmentos de PCR amplificados con la combinacién indicada de oligos.

era buscar un transformante en el que el alelo silvestre del gen Bde47A no hubiera resultado alterado
y que incluyera una dnica copia, también integra, del alelo fusidon. Se seleccioné el transformante
GMAS?7 que, en términos genéticos, resulta ser un diploide parcial para el gen Bde47A portador
de dos alelos diferentes del mismo (funcionalmente heterocigoto): el alelo silvestre, detectado con
la sonda derivada de la regiéon codificante del gen Bde47A (Figura 13.3) y el alelo fusién, detecta-

do con la sonda derivada de la regién codificante del gen codificador de la GFP. El transformante
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| Bde47 > r
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N
Baed/ i
b d b 4
EP-47A EP-47B OMAS13 OMAS14
Figura 13.3
Mapa de restriccién del alelo silvestre del gen Bde47A y del alelo fusién de este gen con el gen codificador de la
GFP




GMASI, segun se deduce del anilisis Southern,

M123456 738M

no ha adquirido el fragmento de ADN del pldsmi-
do pMAS25 correspondiente al alelo fusién pero
es resistente a higromicina. Por lo tanto, parece
que sélo ha integrado en su genoma la regién del
pldsmido que incluye el casete de resistencia a hi-

gromicina.

Se comprobé entonces sobre el transfor-

Figura 13.4
mante GMAS7 que el alelo fusién se estaba expre- carril 1, 5: cDNA de la cepa silvestre B05.10 ca-
rril 2, 6: cDNA del transformante GMAS 7 carril
sando, lo que permitiria considerar que la proteina 3, 7: ADN gendémico del transformante GMAS 7
carril 4, 8 ADN del plismido PMAS 25

fusién también se estaba produciendo y que, por En las reacciones 1, 2, 3 y 4 se utilizaron los pares de
oligonucleétidos 47A y omas14, y en las reacciones
lo tanto, deberfa resultar factible detectar la fluo- 5,6, 7 y 8 los oligonuclestidos omas13 y omas14.
Ladiferencia en tamafios entre las bandas detectadas
rescencia caracteristica de la GFP y obtener infor- ~ enloscarriles 2 y carriles 3 y 4 se deben ala presencia

del intrén en la regién codificante del gen Bde47.
macién sobre su localizacién subcelular. Para ello

se cultivaron tanto la cepa silvestre B05.10 como

el transformante GMAS7 en medio B5 en las condiciones habituales (seccién 7.2.a de Materiales
y Métodos) durante 5 horas y durante 16 horas. Se extrajo entonces RNA total de ambas cepas a
ambos tiempos y se llevé a cabo un andlisis de expresién génica, primero mediante RI-PCR y pos-
teriormente mediante hibridacién Northern.

Para la deteccién mediante RT-PCR se utilizaron muestras de cDNA de ambas estirpes
derivadas de muestras de RNA de micelio cultivado durante 16 horas en las condiciones indicadas
(Figura 13.4). Como controles se utilizaron DNA plasmidico del plasmido pMAS25 y DNA ge-
némico del transformante GMAS7. Sobre cada muestra de cDNA o de DNA genémico molde se
llevaron a cabo reacciones de PCR con dos combinaciones de cebadores. Las muestras utilizadas
para el andlisis de expresién mediante RT-PCR fueron cDNA de la cepa silvestre B05.10, cDNA del
transformante GMAS7, ADN genémico del transformante GMAS7 y ADN del plismido PMAS25
como molde en las amplificaciones por PCR para detectar la expresion del alelo fusién. Se utilizaron

dos pares de oligonucledtidos por cada molde:

* EP47-A (5°-AGGTCACGGATCGGTCA-3’) y OMAS14 (5’-TTTCGTTGG-
GATCTTTCG-3)

e OMAS13 (5-TTCTTCAAGGACGACGGG-3’) y OMAS14 (5’-TTTCGTTGG-
GATCTTTCG-3’)
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El anilisis de expresiéon mediante RT-PCR permitia comprobar que el alelo fusién se estaba
expresando ya que se obtuvieron productos de amplificaciéon de los tamafos esperados en las muestras
de cDNA derivados del transformante GMAS7, pero en las muestras derivadas del tipo silvestre.

Para determinar que ambos alelos del gen Bde47A, tanto el alelo silvestre como el alelo fusién,
se estaban expresando en el transformante GMAS7 decidimos llevar a cabo un anilisis de expresién
mediante hibridacién northern. El andlisis de expresién, que se puede observar en la Figura 13.5,
indica que en la cepa silvestre la expresion del gen Bde47A es mayor durante la fase de germinacién
de las esporas que en estadios posteriores, concretamente a las 16 horas de incubacién, cuando el
micelio estd creciendo vigorosamente y ramificindose de forma muy activa. Durante el crecimiento

saprofitico, por lo tanto, la expresion del gen no es constitutiva sino que parece estar regulada duran-

te el desarrollo. El estudio del comportamien-
B05.10 GMAS7 P
sh 16h 5Sh 16h to del transformante GMAS7 demuestra que
ambos alelos del gen, el alelo silvestre y el alelo
W
Sonda fusién, se estdn expresando en los dos momen-
EP47A-EP47B e s tos considerados. A las 5 horas los dos alelos se
expresan a niveles similares, pero inferiores al
nivel de expresién que muestra el alelo silvestre
Sonda ActA ol N e en el mismo momento en la cepa B05.10. El
nivel de expresién de los dos alelos aumenta en
fases posteriores, a las 16 horas, en particular
la expresion del alelo silvestre. El patrén de ex-
Gel RNA | z ‘é ‘ presién del alelo silvestre, por lo tanto, cambia
en relacién con el patrén observado en la cepa
silvestre (en aquel caso disminuye con el tiempo
Figura 13.5 i ]
Comparacién del patrén de expresion del alelo silvestre y en este caso aumenta). Este cambio es conse
del gen Bde47A y del alelo fusién del mismo gen con el i ol ‘
gen codificador de la GFP en la cepa silvestre B05.10 y cuencia, Gnicamente, de la presencia simultdnea
el transformante GMAS7 a las 5h y a las 16h de cultivo del alelo fusién en el mismo fondo genético en
en medio liquido.analisis de expresién del tipo silvestre
con el del mutante GMAS?. el que estd presente el alelo silvestre.

14.2 Anailisis del transformante GMAS7

Una vez se hubo comprobado que el alelo fusién se estd expresando en el transformante

GMAS7, procedimos a tratar de determinar la localizacién subcelular del producto génico del alelo



fusién mediante la deteccién de la fluorescencia emitida por la GFP fusionada al extremo carboxilo
de la proteina BCMIMP1. Como sospechdbamos que la proteina era dirigida a la mitocondria, de-
cidimos implementar el experimento con la utilizacién de una tincidn especifica para mitocondrias,
MitoTracker Red.

Para facilitar el andlisis de microscopia y la observacién de las muestras biolégicas considera-
mos como material idéneo para su estudio bien esporas recién germinadas, bien tubos germinativos
en estadios de desarrollo iniciales. Cultivamos entonces B. cinerea en medio sales Gamborg’s B5 su-
plementado con 10 mM sacarosa y 10 mM fosfato potdsico pH 6.0 en las condiciones estdndar de
cultivo. Se inoculé un matraz de medio de cultivo con 5 x 10° esporas/ml, se incubé a temperatura
ambiente y sin agitacién durante 45 minutos y fue transferido posteriormente a un incubador en
el que fue mantenido en agitacién vigorosa (180 rpm) y a 22 °C hasta el momento de la toma de
muestras. Transcurridas 3, 4 y 6 se tomaron alicuotas que fueron utilizadas para su observacién al
microscopio de fluorescencia previa tincién con MitoTracker siguiendo el procedimiento descrito
en Materiales y Métodos. La Figura 13.6 muestra imdgenes representativas tomadas sobre muestras
representativas tomadas a las 3 horas (espora iniciando su germinacién) (Serie A), a las 4 horas (es-
pora emitiendo un tubo germinativo incipiente) (Serie B) y 6 horas (espora que ha generado dos
tubos germinativos que se encuentra en fase de elongacién activa) (Serie C).

En los tres casos se llevé a cabo en primer lugar una observacién con luz visible (imdgenes A.3
y C.3. La imagen correspondiente de la serie B no fue grabada de forma adecuada, razén por la cual
no puede presentarse en la serie correspondiente). A continuacién se llevé a cabo la deteccién de la
fluorescencia roja emitida por el MitoTracker (imdgenes A.1, B.1 y C.1) y en los tres casos pudo ob-
servarse un patrén de fluorescencia con apariencia de punteadura. Esta punteadura se distribuia de
manera uniforme en el interior de la espora (imagen A.1) o de los tubos germinativos (imdgenes B.1
y C.1) como pudo comprobarse al variar el plano de enfoque en las distintas muestras analizadas.
Esta tincién permite identificar las mitocondrias. Se seleccionaron posteriormente la longitud de
onda de excitacién y de deteccién que permitirian detectar la fluorescencia que emitiria la GFP en el
caso de que se estuviera expresando la fusién génica correspondiente en el transformante analizado.
En estas condiciones también en los tres casos se detecté fluorescencia en verde (imdgenes A.2, B.2 y
C.2), indicando que, efectivamente, el alelo fusién estaba expresando. El patrén de fluorescencia en

verde result6 ser absolutamente coincidente con el patrén de fluorescencia en rojo, como demuestra

el andlisis y observacion de las imdgenes A.4 y C.4 que resultan de la superposicién de las imdgenes
correspondientes en cada una de las series para la observacién en el visible, de fluorescencia roja y

de fluorescencia verde. En el caso de la serie B no se llevé a cabo la superposicién de imdgenes, pero
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puede observarse la coincidencia del patrén de fluorescencia en verde y del patrén de fluorescencia

en rojo. Estas observaciones indican que GFP “colocaliza” con el MitoTracker y, por lo tanto, que
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Figura 13.5

Imdgenes obtenidas mediante microcopia confocal de esporas y tubos germinativos de B. cinerea cultivado en
medio liquido sintético durante 3, 4 y 6 horas (Series A, B y C, respectivamente) y de B. cinerea desarrolldndose
sobre lesiones producidas en hojas de tomate 72 horas después de la inoculacion (i planta, Serie D). Imdgenes
1: deteccién de fluoresciencia roja. Imdgenes 2: deteccién de fluorescencia verde. Imdgenes 3: luz visible. Imdge-
nes 4: superposicién de las imdgenes de las series correspondientes.




la proteina BCMIMP1, que proporciona las sefales de localizacién subcelular a la proteina fusién,
tiene, efectivamente, localizacién mitocondrial.

Teniendo en cuenta el andlisis de expresién génica llevado a cabo previamente, la expre-
sién del gen Bemimpl es muy superior in planta, en particular durante las fases de penetracién, de
formacién de lesiones dispersivas y de maceracién del tejido infectado, en relacién con el nivel de
expresién durante el crecimiento saprofitico. Para determinar si era posible o no detectar expresién
de la proteina fusién in planta llevamos a cabo un experimento de inoculacién sobre hojas de toma-
te y transcurridas 72 horas después de la inoculacidn (fase de formacién de las lesiones dispersivas)
se tomaron muestras de material infectado que consistian en tiras de tejido epidérmico infectado y
sobre las mismas se llevd a cabo la deteccién de la fluorescencia en verde (en este caso no se realizd
la tincién con MitoTracker). Como puede comprobarse en las imdgenes de la serie D, fue posible
detectar fluorescencia en verde en el micelio que se detecta en el tejido infectado, observacién que
confirma que la proteina se estd expresando in planta, fluorescencia que adopta un patrén pun-
tueado similar al observado en esporas y en tubos germinativos cultivados en medios sintéticos
(imdgenes A.2, B.2 y C.2), patrén consistente, por lo tanto, con una localizacién mitocondrial de

la proteina fusién.




14. Analisis funcional del gen Bcmimp1

El gen Bemimp] fue identificado en el curso del andlisis del patrén de expresién de B. cinerea du-
rante su interaccién con plantas de tomate en comparacién con su patrén de expresion durante
su crecimiento saprofitico. Este gen se expresa preferentemente durante las fases de penetracién,
formacién de lesiones dispersivas y maceracién del tejido infectado (Benito ez a/., 1996). Para deter-
minar si el gen Bemimpl (y su producto génico) juega un papel relevante en el proceso de infeccién
es necesario disponer de mutantes deficientes en el mismo y comparar la capacidad de infeccién de
éstos sobre la planta huésped con la capacidad de la cepa silvestre.

En B. cinerea es posible obtener mutantes especificos alterados en un gen dado mediante
estrategias de interrupcién génica o de reemplazamiento génico una vez que se dispone del alelo
silvestre del gen de interés. Aunque se ha descrito la transformacién por replicacién auténoma en
este organismo, en la mayor parte de los casos el plismido transformante se integra en el genoma de

la estirpe receptora (Hamada ez al., 1994).

14.1. Obtencién de mutantes deficientes en el gen Bemimpl

Para obtener mutantes por interrupcidn génica es posible considerar dos estrategias diferentes. En
primer lugar la integracién simple en el locus homélogo de una copia modificada del alelo silvestre
fruto de un tnico evento de recombinacién. Como consecuencia de esta integracién simple resulta
alterada, pero no eliminada, la copia residente del gen de interés. En segundo lugar, el reemplaza-
miento génico del alelo silvestre por una copia no funcional del mismo, reemplazamiento génico
derivado de dos eventos de recombinacién que deben tener lugar en las regiones flanqueantes del
gen de interés. La frecuencia con la que tiene lugar la integracién en el locus homdlogo en B. cinerea
ha permitido obtener mutantes por disrupcidn génica (van Kan ez al., 1997) y por reemplazamiento
génico (ten Have ez al., 1998)

En el presente trabajo, y teniendo en cuenta que el segundo procedimiento garantiza la
eliminacién del alelo silvestre residente, decidimos llevar a cabo una estrategia de obtencién de

mutantes deficientes en el gen Bemimpl mediante reemplazamiento génico.




Analisis y caracterizacion de genes de B. cinerea inducidos in planta

David Benito Pescador

14.1.a. Construccién del plismido p47-13 y transformacién de B. cinerea.

Para la obtencién de mutantes por reemplazamiento génico se construyé el plidsmido p47-13. Este

pldsmido porta como marcador seleccionable el gen bacteriano hph, codificador de la enzima hi-
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Figura 14.1
Construccién del pldsmido p47-13



gromicina fosfotransferasa, que confiere resistencia al antibiético higromicina. Para su expresién efi-
ciente en B. cinerea el gen hph ha sido fusionado al promotor del gen 0/iC de Aspergillus nidulansy al
terminador del gen #pC de A. nidulans (Ward 1991). La fusién resultante, clonada en pUCIS, fue
cedida amablemente por el Dr. M. Ward (Genecord International, South San Francisco, Calif.).

Para la construccién del plidsmido utilizado en la transformacién se digirié el pldsmido p47-1
con las enzimas de restricciéon HindlIl y Xbal para quedarnos con la regién de 1.538 nucledtidos del
pldsmido p47-1 que contiene la regién 5 de Bde47 y el vector de clonacién, a la que se le insert6 la
fusién génica que permite expresar la resistencia a higromicina en B. cinerea, presente en el pldsmido
pOHT, y obtener el pldsmido p47-11. Paralelamente se digirié p47-1 con las enzimas Sau3A y EcoRI
y se purificé el fragmento de 722 nucleétidos que contiene la parte final del gen Bde47 y su regién
3’. Este fragmento fue clonado en el vector pBluescriptSK para obtener de este modo el pldsmido
p47-12.

A continuacién se digirié el pldsmido p47-11 con las enzimas de restriccion Sall y Xbal y se

purificé el fragmento que Sa/l-Xbal de 3,2 kb que contiene el promotor y el casete de resistencia a

A
EcoR
EcoRl
Xbal Hn dll Xhol
] Bded7 {
o Ep-a7Ab, derars depazz
B Xrol  Hirdill
Kon! | Kon| Sall
BamH | BamH Xbal
Sac | Secl
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Xbal Xhol
] TermTrpC QliCL ot A7 [
mrcd S 4
1Ko EP-47Y Hph Bc OliCpromlc EP-47B EP-47Z
Figura 14.2
A: Regién genémica del locus Bde47.
B: Organizacion esperada del locus Bde47 en un mutante por reemplazamiento génico obtenido con el pldsmido
pd7-13.
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higromicina. El pldsmido p47-12 se digiri6 con las enzimas EcoRI y Xbal para obtener el fragmento
EcoRI-Xbal de 734 nucledtidos que contiene la regién terminadora del gen Bde47. Ambos fragmen-
tos fueron clonados en una ligacién de tres fragmentos en el plasmido pBluescript SK digerido con
las enzimas de restriccién Sacl y EcoRI dando lugar al pldsmido p47-13. El mapa de restriccién de la
copia gendmica del gen Bde47A y de sus regiones flanqueantes se muestra en la figura 14.1.

Una vez construido el plismido necesario para el reemplazamiento génico se llevaron a cabo
en paralelo una transformacién de protoplastos de la cepa silvestre B05.10 de B. cinerea con el plds-
mido p47-13 y una transformacién control sin anadir DNA, siguiendo los procedimientos experi-
mentales descritos en el apartado 11.6.c de la seccién Materiales y Métodos. Para obtener un nimero
elevado de transformantes se realizaron un total de tres experimentos de transformacidn.

Trascurridas 48 horas desde la siembra de la mezcla de transformacién en placas de me-
dio selectivo los transformantes, fécilmente visibles emergiendo de la cobertera, fueron rescatados y
transferidos individualmente a placas frescas de medio MEA suplementado con 100 pg/ml de higro-
micina para confirmar su naturaleza transformante.

Algunos transformantes resultaron ser falsos positivos, ya que resultaron incapaces de desa-
rrollarse en el medio selectivo, siendo desechados. Finalmente se seleccionaron un total de 43 trans-

formantes para su posterior purificacién y anilisis.

14.1.b. Analisis de los transformantes e identificacion de candidatos

Debido a la naturaleza multinucleada de los protoplastos de B. cinerea los transformantes seleccio-
nados directamente en las placas de transformacién contienen generalmente una mezcla de nicleos
transformados y no transformados. Por lo tanto, es probable que el micelio de estos transformantes
sea micelio heterocarionte, portador de nicleos transformados y de nicleos no transformados.

Para enriquecer el micelio de los transformantes en nucleos transformados se realizaron ré-
plicas sucesivas (5-7) de cada uno a placas frescas de medio selectivo, transfiriendo en cada réplica
un bloque de agar derivado del borde de crecimiento de cada colonia (tal y como hemos descrito en
el apartado 8 de la seccién Materiales y Métodos). Finalmente, se extrajo DNA a partir del micelio
aéreo desarrollado en placa para su anilisis y seleccién.

Para identificar aquellos transformantes en los que pudiese haber tenido lugar un proceso de

doble recombinacién homdloga causante de un reemplazamiento génico del gen Bemimpl y que,
en la medida de lo posible, no presenten niicleos portadores del alelo silvestre del gen Bemimpl, se

disend una estrategia rdpida de andlisis de los transformantes basada en la reaccién en cadena de la



polimerasa. De esta manera se procedié a una seleccién de candidatos mediante PCR.

Con este objeto se extrajo DNA genémico de cada cepa transformante purificada haciendo

uso de un método de extraccién rapida de ADN genémico a partir de micelio aéreo recogido direc-

tamente de la superficie de la placa de cultivo (Materiales y Métodos 11.1.a.2). A continuacién se

traté de amplificar mediante PCR dos fragmentos de ADN, uno de ellos correspondiente a la regién

flanqueante en el extremo 5’ del gen Bemimpl y el otro correspondiente a la regién flanqueante 3’,

B 12 20 26 27 29 31 34 wt

wt
-

Figura 14.3
Andlisis mediante PCR de algunos transformantes obtenidos con el

pldsmido p47-13.

utilizando en cada caso una com-
binacién de oligonucleétidos que
permitirfa amplificar el fragmento
diana en cada caso Ginicamente si se
hubiera producido recombinacién
homologa entre el alelo silvestre del
gen Bemimpl y la copia mutante
del mismo, bien en el fragmento de
DNA derivado de la regién 5’, bien
en el fragmento derivado de la re-
gién 3’, ambos clonados en el plds-
mido 47-13 a uno y otro lado del
cassette de resistencia a higromicina.
Para ello se disefaron 2 parejas de

oligonucleétidos (ver Figura 14.2):

e EP-47Y (5-TTCATTGGTGCGCAGCGATC-3’), cuya secuencia de nucledtidos es

complementaria de la secuencia aguas abajo del gen Bemimp1 entre las posiciones +1498

y +1518, localizada mds alld de la secuencia clonada en el plismido 47-13 y hphBc (5’-
CGTCTGGACCGATGGC TGTG-3’), cuya secuencia coincide con la secuencia de la

cadena codificante del gen hph). Esta pareja de oligonucleétidos permiten amplificar un

fragmento de 1,65 kb cuando ha ocurrido algin evento de sobrecruzamiento en la regién

5" del gen.

e EP-47Z (5-TCAGTCTTGAACTGCAGGTG-3’), cuya secuencia coincide con la se-

cuencia aguas arriba del gen Bemimpl entre las posiciones -629 y -609, localizada fuera

de la regién clonada incluida en el pldsmido 47-13 y OliCprom1lc (5’-CCACTTAGT-

GGCACGT CGCG-3’), cuya secuencia de nucledtidos es complementaria de la secuen-
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cia de la cadena codificante del promotor OliC del cassette de resistencia a higromicina.
Esta pareja de oligonucleétidos permiten amplificar un fragmento de 0,84 kb cuando ha

ocurrido algtin evento de sobrecruzamiento en la zona 3" del gen.

Para comprobar la presencia o no del alelo silvestre el gen Bde47A se llevé a cabo, ademds, en
todos los casos (transformantes) una reaccién de PCR con los oligonucleétidos EP-47A y EP-47B

(ver Figura 14.1A):

*  EP-47A (5-AGGTCACGGATCGGTCA-3’), cuya secuencia coincide con la secuencia
de nucleétidos de la cadena codificante del gen Bde47 entre las posiciones +312 y +328
y EP-47B (5’-TTCTTCCTCTACCGACC-3’), cuya secuencia de nucleétidos es com-
plementaria de la secuencia de la cadena codificante del gen Bde47 entre las posiciones

+919 y +903.

Estos oligonucledtidos permiten amplificar un fragmento de 0,6 kb de la secuencia codi-
ficante del gen Bemimpl. En reacciones de PCR en las que se utiliza como molde DNA de cada
transformante, la amplificacién o no amplificacién de este fragmento permite distinguir aquellos
transformantes en los que la copia residente del gen Bemimpl no ha sido eliminada de aquellos trans-
formantes en los que si ha sido eliminada.

En los 43 transformantes elegidos inicialmente se llevaron a cabo reacciones de PCR utili-
zando como molde DNA genémico de cada transformante e incluyendo en cada reaccién una de las
tres parejas de oligonucledtidos indicadas. La Figura 14.3 muestra algunos resultados representativos
derivados del andlisis de nueve transformantes diferentes. La banda de 608 pares de bases derivada
del gen Bemimpl (EP47-A + EP47-B) fue amplificada en la mayoria de las reacciones, pero no se
detect6 en absoluto o muy levemente en las reacciones correspondientes a los transformantes 7, 8,
12, 15, 17, 20, 23, 26, 27, 29, 31 y 34. Estos resultados indican que en estos dltimos transforman-
tes ha tenido lugar, probablemente, la eliminacién de la copia residente del gen Bde47. Estos nueve
transformantes fueron seleccionados para una caracterizacién detallada. Como control se utilizé el
regenerante C4, un regenerante al que no se le introdujo ningtin material genético extra, pero que si
pasé por el mismo proceso de transformacién que los transformantes.

Para garantizar que las estirpes mutantes obtenidas fueran cepas genéticamente homogéneas
se purificaron cultivos monospéricos de cada transformante seleccionado. Para ello, en cada caso

se sembraron 100 esporas en placas petri con medio MEA. Transcurridas 24 horas se transfirieron



de forma individualizada, con ayuda de una aguja enmangada y en la lupa, esporas ya germinadas
a placas de medio MEA suplementado con 100 pg/mL de higromicina. De cada transformante se
conservaron individualmente tres cultivos diferentes derivados cada uno de ellos de una espora tnica.
Estos transformantes se volvieron a purificar de nuevo como cultivo monospérico. Para posteriores
andlisis se selecciond un cultivo monospérico de cada transformante.

Para confirmar que los transformantes seleccionados mediante el andlisis por PCR son en rea-
lidad transformantes en los que se ha eliminado la copia residente del gen Bemimpl, se llevé a cabo
un andlisis de los mismos mediante hibridacién Southern.

Cada transformante fue cultivado en placas petri con medio PDA-tomate, de las cuales se
recogieron esporas con las que se inocularon en 100 mL de medio Malt Extract al 1%, a una con-
centracién de 10° esporas/mL. Estos cultivos se incubaron a 22 ©C y 180 rpm durante 16 horas y
transcurrido este tiempo el micelio fue recogido por filtracién y utilizado para la obtencién de DNA

genémico de alto peso molecular siguiendo el método descrito en el apartado 11.1.a.1. de la seccién

A wt 7ac 8ab 12ab 20ab 26ac  27ab 31aa 34aa

B b
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Figura 14.4
A: Hibridac46n a 65 °C de ADNgenomico de los transformantes 47-13 elegidos con la sonda 2 (fragm
RV-2,6kb)

B: Hibridacién a 65 °C de ADNgenomico de los transformantes 47-13 elegidos con la sonda HYG
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Materiales y Métodos. Los DNA genémicos de la estirpe silvestre B05.10 y de cada uno de los trans-
formantes seleccionados fueron digeridos con la enzima de restriccién Hindlll, separados mediante
electroforesis en gel de agarosa y transferidos a un filtro de nylon. Este filtro fue hibridado sucesiva-

mente, y siempre en condiciones restrictivas (65 °C), con dos sondas distintas:

* Sonda 2 (fragm RV - 2,6 kb). Derivada de un fragmento de 2,6 kb proveniente de la
regién 3’ del terminador comprendido entre los sitios de restriccién EcoRI y EcoRV y
marcado por Random Priming. Ver Figura 14.5.A.

* Sonda HYG. Derivada de la secuencia codificante del gen que confiere resistencia al an-
tibiético higromicina amplificada y marcada también por PCR utilizando como molde
ADN del plismido pOHT vy en presencia de los oligonucleétidos HphA ¢ HphB. Ver
Figura 14.5.B.

Los resultados obtenidos en las dos hibridaciones llevadas a cabo con las dos sondas indicadas,
47AB y HYG se muestran en la figura 14.4.B.

En la hibridacién con la Sonda 47AB se detectd una tinica banda de hibridacién de 4,2 kb en
el carril correspondiente a la estirpe receptora no transformada (TB05.10), banda que representa el
alelo silvestre del gen Bemimpl. Esta banda estd ausente en la mayor parte de los transformantes ob-
tenidos con el plasmido p47-13 que fueron analizados, como cabe esperar en aquellos transformantes
en los que el alelo silvestre del gen Bemimpl haya sido reemplazado por el alelo mutante presente en
el plasmido p47-13. Sélo en el caso de los transformantes 7ac y 34aa se detecta una banda tenue de
4,2 kb, indicando que en este transformante el alelo silvestre puede permanecer inalterado, al menos
en algunos nucleos. En el resto de transformantes obtenidos con el pldsmido p47-13 no se detecta
la banda de 4,2 kb vy si se detecta una banda de 6,275 kb, que es el tamafo esperado si ha tenido
lugar el reemplazamiento génico de la copia silvestre del gen Bde47 por el alelo mutante clonado en
el plasmido p47-13.

La hibridacién con la sonda HYG demostré que todos los transformantes son portadores de
la fusién génica que permite expresar el gen de resistencia a higromicina en hongos filamentosos. En
cada transformante se detectd una unica banda de hibridacién de 6,275 kb, que representa el alelo

mutante correspondiente de los transformantes obtenidos con el plasmido p47-13.

El andlisis mediante hibridacién Southern demostré que todos los transformantes analizados
son transformantes en los que ha tenido lugar el reemplazamiento génico del alelo silvestre del gen

Bemimp1 por una forma mutante del mismo. En algunos casos, como por ejemplo en los transfor-



mantes 7ac y 34aa, el alelo silvestre estd atn presente (aunque no fue detectado por PCR), si bien
en una proporcién muy reducida de los nicleos como puede deducirse de la comparacién de las
intensidades de las bandas que representan el alelo silvestre y el alelo mutante en ambos casos en
el andlisis Southern. En los demds transformantes seleccionados como candidatos mediante PCR,
podemos concluir a la luz de los resultados del andlisis Southern que el alelo mutante se encuentra
en homocariosis y que no existen copias adicionales del pldsmido transformante integradas en otras
regiones del genoma de la estirpe receptora. Estas estirpes mutantes deficientes en el gen Bemimpl

pueden ser utilizadas para llevar a cabo un andlisis funcional del mismo.
14.2 Caracterizacién fisiolégica de los mutantes ABcmimpl

Una vez que se dispone de mutantes alterados especificamente en el gen Bemimpl, la caracterizacién
de los mismos en comparacién con la estirpe silvestre puede proporcionar informacién sobre la fun-
cién bioldgica de este gen. Dos aspectos diferentes fueron estudiados en detalle:

1. el comportamiento de los mutantes durante el crecimiento saprofitico.

2. el comportamiento de los mutantes durante su interaccién con la planta huésped.
14.2.a. Anilisis de comportamiento durante el crecimiento saprofitico

Para realizar todos los andlisis que se describen a continuacién se seleccionaron cuatro transforman-
tes diferentes obtenidos con el pldsmido p47-13: los transformantes T12ab, T26ac, T27ab y T31aa.

Como control se utilizé la cepa C4, derivada de protoplastos individuales que han sido sometidos a

12ab 26ac 27ab 31laa C4
MEA
3,18 + 0,130 3,36 + 0,126 3,34+ 0,153 3,35 + 0,069 3,59 +0.158
(72 hpi)
B5GS
3,83 + 0,077 3,90 + 0,136 3,59+ 0,124 3,87 +0,039 3,60 + 0,073
(72 hpi)
MEA
5,62 + 0,160 5,98 + 0,124 6,03 + 0,241 5,96 + 0,222 6,26 + 0,226
(96 hpi)
B5GS
6,00 + 0,144 6,28 +0,212 5,83 +0,253 6,15+ 0,030 5,79 + 0,088
(96 hpi)
Tabla 14.1

Medias de los didmetros de los distintos aislados analizados junto a su desviacién estandard.




Analisis y caracterizacion de genes de B. cinerea inducidos in planta

David Benito Pescador

los mismos procedimientos y tratamientos experimentales que las cepas mutantes.

Para determinar si la eliminacién del gen Bemimpl determinaba algin tipo de alteracién
en la capacidad de crecimiento saprofitico de B. cinerea se decidié analizar el comportamiento de
las cepas mutantes durante su cultivo en medio sélido en relacién con la cepa silvestre. Para ello se
estudio y evalud la capacidad de crecimineto saprofitico en medio sélido estimando el didmetro de la
colonija.

El crecimiento radial en medio sélido de las cepas silvestre, T12ab, T26ac, T27ab y T31aa fue
analizada en dos tipos de medio, un medio mds rico (MEA) y un medio més pobre (medio B5). La
capacidad de crecimiento saprofitico de las cepas se analizé estimando el didmetro lineal de la colonia
derivada del crecimiento de 500 conidios depositados en una gota de 5 pl de volumen en el centro

de una placa de Petri, incubadas a 22 °C, alos 3 y 4 dias desde el inicio de la inoculacién. Para cada
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Figura 14.5
Crecimiento saprofitico a los 3 dfas (72 hpi) y a los 4 dias (96 hpi) en diferentes medios



cepa y condicién se sembraron 5 placas. Los resultados se pueden ver en la Figura 14.5, que muestra
las gréficas obtenidas al representar el didmetro de la colonia en crecimiento en cada momento para
cada una de las cepas analizadas. Cada gréfica representa los valores obtenidos a distintos tiempos,
3 dias y 4 dias. Los valores de las estirpes control y de las estirpes mutantes fueron muy similares
entre si en cada tipo de medio, no detectdndose diferencias significativas entre los radios de las co-
lonias en crecimiento en ningtin caso en ninguno de los puntos temporales considerados. La tabla
14.1 muestra los valores de las medias y la desviacién estandar de las distintas cepas analizadas. El
andlisis estadistico mediante el modelo lineal general (ANOVA), no mostraba diferencias significa-
tivas (p>0,05) en el crecimiento saprofitico entre los mutantes y los controles en los dos medios de

cultivo utilizados.
14.2.b. Andlisis de comportamiento “in planta” (virulencia)

Las cepas mutantes ABcmimp1 no muestran diferencias en su capacidad de crecimiento saprofitico
en relacién con las cepas utilizadas como control, como demuestran los resultados descritos en la
seccién 14.2.a. De esta manera, si las cepas mutantes manifestaran alguna diferencia con las cepas
control en relacién con su capacidad para infectar a la planta huésped, las diferencias podrian ser
adscritas a una alteracién en caracteristicas fisiolégicas implicadas directamente en patogenicidad.
El gen alterado en los mutantes correspondientes podria ser considerado, con todo sentido, un fac-
tor de patogenicidad. Para realizar todos los andlisis que se describen a continuacién se eligieron las
mismas cuatro cepas mutantes ABcmimp1 (T12ab, T26ac, T27ab y 31aa) y la misma cepa control
(C4) estudiada en relacién con la capacidad de crecimineto saprofitico.

Para comparar el comportamiento iz planta de los mutantes en relacién con la cepa silvestre,
es necesario disponer de un sistema de inoculacién artificial sobre un huésped dado que proporcione
resultados reproducibles. En nuestro caso el sistema B. cinerea - tomate ha sido convenientemente
caracterizado (Benito ez a/., 1998) disponiendo de un sistema de inoculacién que proporciona altas
eficiencias de infeccidn y resultados reproducibles. Para analizar la agresividad de las cepas mutantes
ABcmimpl elegidas y de la cepa control se realizaron una serie de ensayos de infeccién sobre hojas
de tomate y judia. Ademds, el gen Bemimpl fue aislado utilizando como criterio su expresién dife-

rencial durante la interaccién de B. cinerea sobre tomate. El sistema de inoculacién en condiciones

controladas que manejamos en el laboratorio utiliza hojas de tomate y permite generar resultados
altamente reproducibles. Ademds, la informacién que se obtiene sobre tomate resulta orientativa

sobre el comportamiento general de B. cinerea sobre otros huéspedes para los que el sistema de ino-
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culacién no produce resultados tan claros. Por estas dos razones se decidié utilizar como huésped en
los experimentos de inoculacién plantas de tomate de la variedad Roma con seis semanas de edad y

hojas cotiledonares de judia de dos semanas de edad.

14.2.b.1 Inoculaciones.

Para inducir eficiencias de infeccidn elevadas de B. cinerea en sistemas de inoculacién artificiales es
necesario aplicar el inéculo en una solucién que contenga aziicar y fosfato (cominmente suministra-
dos como sacarosa y KH,PO,) (Harper et al., 1981; van den Heuvel, 1981). Para ello se utilizan dos
medios de inoculacién: inéculo preparado en medio B5 enriquecido con aztcar y fosfato (B5GS) 6
in6culo de PDB a la mitad de su concentracién habitual (PDB ¥2) (ver seccién 9.2 de Materiales y
Métodos).

Tanto sobre tomate como sobre judia se valoré en primer lugar la capacidad de penetracién
del patégeno en la célula huésped estimando el porcentaje de lesiones dispersivas producidas a las 72
hpi, entendiendo por lesién dispersiva aquella que presenta un didmetro de lesién en el momento de
evaluacion superior al de la gotita de inoculacién y que presentaran signos de maceracién tisular. En
segundo lugar se analizé la capacidad de maceracién y de colonizacién del tejido infectado estimando
el didmetro medio de lesién dispersiva a las 72 hpi.

Teniendo en cuenta estas consideraciones se realizaron diversos experimentos de inoculacién
siguiendo los procedimientos descritos en el apartado 9.2 de la seccién de Materiales y Métodos. Las
esporas recién recogidas de las placas de cultivo tanto de la estirpe control como de los cuatro trans-
formantes analizados se diluyeron en medio PDBY2 o en medio B5GS enriquecido, a una concen-
tracién final de 10° esporas/ml. A continuacién se aplicaron sobre los foliolos de una hoja de tomate
5 gotitas de 5 pl de volumen de la suspensién de esporas. Siempre se inoculé con la cepa control en
todas las hojas. El progreso de la infeccién fue seguido desde el momento de la inoculacién hasta que
habian transcurrido 72 horas desde la inoculacién.

Los primeros sintomas de la infeccién producida por la estirpe silvestre en estas condiciones
experimentales se aprecian a 24 hpi. Se trata de pequenas manchas necréticas de color marrén os-
curo del tamano de la gotita de inoculacién. Desde este momento las lesiones van aumentando de
tamano, al principio mds lentamente y mds tarde mds rdpidamente. Transcurridas 72 horas desde
la inoculacién, las lesiones necréticas se convierten en lesiones dispersivas y desde ellas el hongo es

capaz de invadir y colonizar el foliolo completo en 24-48 horas mds.



Reoseellados

14.2.b.2. Anilisis de la capacidad de penetracién

Pricticamente el 100% de las gotitas de inoculacién depositadas sobre hojas de tomate y judia gene-
raron lesiones dispersivas a las 72 hpi cuando se utilizé el medio PDBY2 para preparar las suspensio-
nes de inoculacién. Las inoculaciones llevadas a cabo con B5GS presentaron una variabilidad entre
experimentos muy importante en cada uno de los dos huéspedes (los resultados en este medio mini-
mo son menos reproducibles). Por esta razén, se decidié considerar como sistema valido de anilisis

el basado en los datos derivados de las inoculaciones en medio PDBVA.

Como se comprueba en la tabla 14.11, tanto las cepas control como de las cepas mutantes

100 %
100 % 100 %
100 % 100 %
100 % 100 %
100 % 99,4 %

Tabla 14.11

Porcentaje de lesiones dispersivas de los mutantes seleccionados y de la cepa control sobre tomate y judia.

mostraron la misma eficiencia de penetracién que la cepa control con el medio PDBY2 como medio
de inoculacién. Esto nos ayudé a optimizar el sistema usando PDBY2 como medio de inoculacién en

experimentos sucesivos.

14.2.b.3. Anélisis de la agresividad sobre la planta huésped

Media + Desv. Std. Media + Desv. Std.
87 9,59 + 2,6 mm. 39 11,47 £ 4,7 mm.
92 10,03 + 2,8 mm. 35 11,19 + 3,3 mm.
67 10,58 + 2,6 mm. 24 10,37 + 3,3 mm.
49 10,66 + 2,2 mm. 15 11,72 + 3,6 mm.
90 8,86 + 2,6 mm. 36 9,09 + 4,3 mm.

Tabla 14.111
Andlisis de agresividad de las cepas mutantes y de la cepa de referencia mediante la estimacién del didmetro medio de
lesién. Descripcién de la muestra y del valor medido (media) con su desviacién tipica.
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Se valord entonces el

didmetro de todas las Tomate (PDB %2)
. . . DMS Tukey HSD
lesiones  dispersivas
C4 vs.12ab 0,065 0,344
producidas a las 72 hpi Cé vs. 26ac 0.003 0.023
sobre los dos huéspe- C4 vs. 27ab 0,000 0,001
des analizados. Sobre C4 vs. 31aa 0,000 0,001
cada huésped se lleva- Judia (PBD ¥2)
DMS Tukey HSD
ron a cabo cuatro ex-
C4 vs. 12ab 0,023 0,150
perimentos de inocu-
C4 vs. 26ac 0,054 0,300
lacién independientes. Cé vs. 27ab 0.332 0.867
Los datos obtenidos C4 vs. 31aa 0,054 0,299
en los cuatro experi- | Tabla 14.IV
) ., Valores obtenidos para p, en diferentes test post-hoc, al enfrentar la cepa control
mentos de inoculacién (C4) con las cepas mutantes.

fueron tratados con-
juntamente para estimar el didmetro medio de lesién de cada cepa estudiada: la cepa control C4 y
las cepas mutantes 12ab, 26ac, 27ab y 31 aa. La tabla 14.11I presenta los valores obtenidos de estos
experimentos de inoculacién sobre tomate y judia que hacen posible la comparacién de la capacidad
de infeccién de las cepas mutantes y de la cepa control.

La inspeccién visual de las lesiones producidas por las distintas cepas analizadas permitié
comprobar que en todos los casos, cepa control y cepas mutantes, el aspecto de las lesiones era muy
similar en todas ellas en ambos huéspedes, si bien el progreso de la infeccién parecia ser ligeramente
mids rdpido en algunos mutantes. Por esta razén, se procedié a llevar a cabo un andlisis estadistico
mediante un Andlisis de Varianza para el factor cepa. Sobre tomate, este andlisis demuestra que el
factor cepa ejerce un efecto significativo sobre la variable “didmetro medio de lesién dispersiva”
(p<0,001). Decidimos entonces comparar las diferencias significativas entre medias aplicando dos
pruebas estadisticas post-hoc: DMS (Diferencia Minima Significativa basada en la distribucién t de
Student) y Tukey HSD (Diferencia Honestamente Significativa de Tukey). Ambas pruebas permitie-
ron detectar diferencias estadisticamente significativas de la cepa control en relacién con tres de las
cepas mutantes, 26ac, 27ab y 31 aa, como muestra la Tabla 14.IV. En el caso de la cepa 12ab, atin

siendo el didmetro medio mayor que en la cepa control, las diferencias no resultaron significativas

en comparacién con la cepa control (p>0.05) con ninguna de las dos pruebas, aunque el valor fue

muy préximo con el test DMS (p=0,065). Sobre judia las medias de didmetro de lesién también son



mayores para las cepas mutantes en com-

paracién con la cepa control, pero el and-

lisis de la varianza no detecta diferencias

significativas (p=0,130).
El test de Tukey HSD en toma-

te establecié la existencia de dos grupos

entre las cinco cepas analizadas, como se

Tabla 14.V
puede observar en la Tabla 14.V. Uno de Anilisis mediante el método Tukey HSD de las diferencias

entre los didmetros de las lesiones dispersivas sobre hojas de
los grupos inclufa a todos los mutantes, | tomate producidas por las distintas cepas.

mientras que el otro grupo englobaba a la
cepa control C4 y a los mutantes 12ab y 26ac. Es decir, existe una cierta ambigiiedad en cuanto a la
asignacion de las cepas 12ab y 26ac a un grupo u otro, pero ciertamente el andlisis estadistico tiende
a agrupar con claridad las cepas mutantes entre si.

Estos resultados indican que la eliminacién del gen Bemimpl determina un cambio aprecia-
ble en la capacidad de B. cinerea para infectar al tomate, indicando que su producto génico puede

jugar un papel relevante en el proceso de infeccién al menos en este huésped.




15. Estrategias para la identificacion del
gen Bde47B

Teniendo en cuenta las observaciones y los resultados derivados de los experimentos de hibridacién
Southern llevados a cabo sobre muestras de DNA genémico de B. cinerea digerido con distintas
enzimas de restriccién y probadas con la sonda ddB47 pudimos concluir que en el genoma de B.
cinerea existen distintas secuencias (ubicadas en diferentes regiones del genoma) que presentan
una homologia significativa con el fragmento ddB47. Una de estas secuencias es el gen Bde47A
que codifica el mensajero de aproximadamente 1,4 kb detectado mediante hibridacién northern.
Pero existen otras, y una debe corresponder al gen que codifica el segundo mensajero detectado en
la hibridacién northern, aquel que muestra un tamafo aproximado a 1 kb. Para abordar el aisla-
miento del gen codificador de este segundo mensajero nos propusimos seguir dos aproximaciones
experimentales, ambas basadas en criterios de homologia de secuencia. Aunque el gen Bde47A ha
sido renombrado como consecuencia de nuestro andlisis como Bemimpl, consideramos que para la
descripcién del trabajo que presentamos a continuacién resulta més claro referirnos a este gen como
Bde47A alo largo de esta seccidn.

En primer lugar se aplicé una estrategia basada en procedimientos de hibridacién de 4cidos
nucleicos, como en el caso del gen Bde47A. Se escruté la misma genoteca de DNA gendémico de
B. cinerea (cepa SAS56) construida en el vector lambda EMBL3 (van der VlugtBergmans et al.,
1997b), utilizando en este caso condiciones de hibridacién moderadamente restrictivas y utili-
zando como sonda, también en este caso, el fragmento de cDNA ddB47, como se ha descrito en
la seccién 12.3. De esta manera se detectaron varios fagos que mostraban sefales de hibridacién
menos intensas que la que presentan los fagos correspondientes para el gen Bde47A (Figura 12.4).
Se seleccionaron varios halos de lisis que fueron numerados con los cédigos B1 a B15 y picados de
la placa original.

En segundo lugar y en paralelo, se procedié a la basqueda de secuencias similares, pero no
idénticas, a la secuencia del fragmento “ddB47”. Esto dltimo se pudo realizar gracias a la liberaliza-

cién publica del genoma de B. cinerea por parte de Singenta.
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15.1. Hibridacién en condiciones moderadamente restrictivas.

Se extrajo DNA a partir de los 15 halos de lisis seleccionados detectados en condiciones de baja as-
tringencia. A continuacion se purificé el DNA de los fagos seleccionados y se procedié a la digestién
con las enzimas Sall y Sall-EcoRI en reacciones diferentes, para realizar el andlisis de restriccién. Este
andlisis nos permiti6 detectar la presencia de varios fagos con el mismo patrén de restriccién, tratdn-
dose entonces de fagos que habian incorporado el mismo fragmento de DNA y que fueron agrupados

bajo el mismo nombre. Una hibridacién posterior con la sonda ddB47 hizo posible la confirmacién

Fig. 15.1

DIg\IA de los fagos A1, B1, B4, B5, B8, B10, B11, B14 y B15 digerido con Szl y Sall+EcoR]I, fraccionado en gel
de agarosa (0,7% w/v) y transferido a una membrana Hybond N.

El filtro fue hibridado con la sonda ddB47 a 62° C y lavado con 1 x SSCy 0,5 x SSC.

Se indican los tamafios del marcador de tamano




de que se estaba trabajando con fagos con el mismo fragmento de DNA clonado y la identificacién
de posibles insertos de interés. La Figura 15.1 muestra el andlisis mediante hibridacién de los fagos
Al, B1, B4, B5, B8, B10, B11, B14, B15 con la sonda ddB47. El fago A1 contiene material genético
del gen Bde47A y se utiliza como control positivo.

Como se puede observar, los fagos B1, B10, B11 y B15 son idénticos y contienen los insertos
denominados o.. También son idénticos entre si los fagos B8 y B14, que contienen los fragmentos
denominados B, y los fagos B7 y B12 entre si (analizados mediante hibridacién en otra membrana
que no presenta en esta memoria), que contienen los insertos 1. El resto de los fagos analizados son

tnicos. El andlisis de los patrones de hibridacién permiti, de esta manera, identificar varios insertos

candidato para su aislamiento, posterior clonacién en pBlueScriplISK y secuenciacién. (Tabla 15.1)

Los pldsmidos resultantes de clonar los fragmentos aislados fueron digeridos con diversas

FAGO INSERTO Digestién Tamafio (kb) Plismido

B1,B10,B11,B15 o-2 Sall-EcoR1 9,8 pDBP-1
B8, B14 B-1 Sall-Sall 1,1 pDBP-5

B8, B14 B-2 Sall-EcoRI1 ~0,4 No clonado

B4 5-2 Sall-EcoR1 4,38 pDBP-6

B4 5-2 Sall-Sall 10 pDBP-7

B5 -2 Sall-EcoR1 7 pDBP-4

B5 ¢-3 Sall-EcoRI 32 pDBP-2

B6 V-2 Sall-EcoR1 4 pDBP-8

B7, B12 n-2 Sall-EcoRI 8,5 pDBP-9

Al g-2 Sall-EcoR1 1,9 pDBP-3

Tabla 15.1

Insertos elegidos y pldsmidos donde fueron clonaron

enzimas para su posterior hibridacién Southern con la sonda ddB47 y para comprobar que real-
mente inclufan el fragmento detectado en la hibridacién del filtro con DNA de los fagos (datos no
presentados). De esta manera, ademds, se localizaron también subfragmentos de restriccién dentro
del fragmento clonado inicialmente en los pldsmidos pDBP que hibridaban con la sonda ddB47 para
su posterior caracterizacion. Los plismidos pDBP2 y pDBP4 no dieron sefial en esta comprobacién,
por lo que se eliminaron del estudio. El pldsmido pDBP-3, que deriva del fago A1, contenia un frag-
mento perteneciente al gen Bde47A, razén por la cual ya no se profundizé en su caracterizacién.

Una observacién detallada de secuencias parciales obtenidas de los fragmentos clonados en

estos pldsmidos junto con la busqueda de homologias entre ellos mediante el uso de herramientas

bioinformadticas, permitié deducir que los pldsmidos pDBP6, pDBP7 y pDBP8 contienen fragmen-
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tos derivados de la misma regién genémica, mientras que el resto de pldsmidos derivan cada uno de
ellos de secuencias ubicadas en una regién diferente del genoma.

Mediante la herramienta BLASTn del servidor del BROAD Institute se buscaron correspon-
dencias en el genoma de B. cinerea para los fragmentos clonados, halldindose similitudes a distintos

niveles de homologfa con las proteinas que se muestran en la tabla 15.1I.

BC1G_01003 predicted protein 146 (438)
pDBP-1 3 BC1G_01004 hypothetical protein 443 (1329)
BC1G._01005 Hypothetical protein similar to UDP- 316 (948)
glucose,sterol transferase
conserved hypothetical protein
pDBP-3 60 BC1G_09402 (BDE47A)
BCIG. 11256 hypothetical protein sirr}ilar to large 491 (1473)
secreted protein
88
pDBP-5 BCIG. 11257 hypothetical protein similar to hexose 506 (1518)
transporter
157 BC1G_14402 conserved hypothetical protein 682 (2046)
BC1G_05412 12-oxophytodienoate reductase 1 414(1242)
pDBP-6 BC1G_05413 predicted protein 154 (465)
pDBP-7 25
pDBP-8 BC1G_05414 predicted protein 50 (150)
BC1G_05415 conserved hypothetical protein 139 (417)
BC1G_15782 conserved hypothetical protein 599(1797)
pDBP-9 198 Homotherial N o
ypothetical protein similar to leucine
BCIG_15783 carboxyl methyltransferase family protein 387(1161)
Tabla 15.11
Protefnas anotadas automdticamente en el genéma de B.cinerea que se corresponden con las secuencias clonadas en
los plismidos DBP.

Nuestra estrategia experimental proponia subclonar a continuacién fragmentos de cada uno

4 de los plasmidos asi generados, completar su secuenciacién, identificar las regiones ricas en A+G en



cada caso y generar sondas a partir de las regiones flanqueantes de estas tltimas. Decidimos no avanzar
de momento en esta tltima fase porque fue posible disponer entonces de la secuencia del genoma de
B. cinerea B05.10 y T4, lo que nos permitia aplicar directamente la aproximacién bioinformdtica que
presentamos a continuacién y que, en cualquier caso, nos facilitaria la identificacién de las regiones
genémicas clonadas en los pldsmidos generados anteriormente a partir de la obtencién de secuencias
parciales de los extremos de los fragmentos clonados en los mismos sin necesidad de secuenciar los

insertos completos.

15.2. Analisis bioinformatico

Como hemos indicado anteriormente, durante la realizacién de nuestro trabajo se han puesto a dis-
posicién de la comunidad cientifica distintas bases de datos con informacién sobre la secuencia del
genoma de distintas cepas de B. cinerea. Inicialmente se trat6 de secuencias derivadas de genotecas de
cDNA de B. cinerea cultivado en medios de cultivo artificiales en condiciones de limitacién de nitré-
geno (URGI) (Viaud et al., 2005). Posteriormente se construyeron y secuenciaron distintas genotecas
de cDNA obtenidas a partir de poblaciones de RNA mensajeros derivados de cultivos en distintas
fases de desarrollo, genotecas proporcionadas por distintos grupos del consorcio de laboratorios que
ha participado en el proyecto de secuenciacién del genoma de B. cinerea 'y de S. sclerotiorum. Final-

mente se ha secuenciado el genoma completo de las cepas T4 y B05.10 de B. cinerea (Broad Institute

+851 CATATAGATTTGTCTTGACATTTAT TGTGGGAGCGGCGATTGTGGCAAGT
T ¥ R F v L T F I VvV G A A I V A S

+901 TTGGTCGGTAGAGGAAGAATTGTCAGCCATGATAGACAATTGAGAAGTGC
L v 6 R 6 R I Vv §8 H D R Q L R S§ A

+951 AGTTGATTATGTCAAGGAAGACAGAGATGGT CAGT CEATAGCATT GEANG

¥y D Y vV K ED RD G @Q W I AIULE

+1051

+1151

+1232 eI I e e GGATAAMATTAATGTCTGATATCACTTCGGCT TCAAT

+1282 TCARATTAATCCATTTATGCAGAAGTATTTTCTAGTATATAGCAAGTTAT

+1332 CARAATGTACAGARAAAARAATCAATAATGTCCTCGTCACCATGATATCAG

+1382 AGCTCTAGTGAAGTATCTTTTARGCTGCCATTCCTCCTTTGAARCTARAC

+1432 CTCCAAGGGAAAACCGGCCTTCTCAACCACCACTCACAGAATTC

Fig. 15.2

Secuencia de la regién terminal del gen Bde47A y de la regidn 3’ no codificante. Se presenta también la secuencia
de aminodcidos de la proteina deducida. Se resalta sobre fondo de color verde la secuencia de nucleétidos corres-

pondiente al fragmento de cDNA ddB47.
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data base) y se han generado también genotecas a partir de muestras de material vegetal infectado
con B. cinerea. La disponibilidad de toda esta informacién ha permitido aplicar una estrategia bioin-
formdtica para tratar de aislar el gen Bde47B que podemos considerar complementaria a la aplicada
anteriormente.

Cuando se analiza la secuencia del fragmento ddb47 se comprueba que se trata de una se-
cuencia con una organizacién particular (Figura 15.2). Es una regién rica en los nucleétidos de Ade-
nina y de Guanina. En el gen Bde47A, esta secuencia corresponde a la region terminal de la regién
codificante y al comienzo de la regién 3’ no codificante (Ver Figura 15.2).

Un andlisis detallado del mismo (del fragmento ddB47) nos permite distinguir dos regiones
en su secuencia: la regién correspondiente a la regién codificante del gen Bde47A, con un contenido
(A+G) de 88.23%, y la regién correspondiente a la regién 3’ no codificante del gen Bde47A, con
un contenido (A+G) de 26.5%. (Ver Figura 15.3). Este alto contenido en (A+G) (y su distribucién)

5’-no codif. Exén 1 Intrén Exon 2 3’-no codif. £ r;%n r;l:(l)t 0
(535 nt) (564 nt) (57 nt) (510 nt) (294 nt) (1960 no)
G+C% 44,11 46,27 33,33 47,25 37,75 44,28
A+G% 4411 45,39 45,61 59,41 43,53 48,41
ddB47

Regidn codificante de Bde47A (145 nt)
GATAGCATTGGAACAGGAGGAGAAGATGAGAAGGGCGAAGTTGGCTGAAGAGGAGAAGGCGGATGAGGA-
GGAGGAGGCACAGGATGAATCCGGAGATGAGGAGGAGAGTGATAATGAAGAAGAGAAGAAGGATGAGAA-
GAAGTAA

Regidén 3’ - no codificante (64 nt)

attagcatccgagtttgtacatatctactttctctccatctgeccttecgtcatecececgttttecce

Fragmento ddB47 |Regién de ddB47 de la re- | Regién de ddB47 de la regién
(209 nt) gién codificante de Bde47A | 3’ no codificante de Bde47A
G+C% 47,36 52,05 45,2
A+G% 65,55 88,23 26,5

Fig. 15.3
antenido [G+C] y [A+G] en las distintas regiones que podemos establecer en el gen Bde47A (Tabla de la parte
superiro) y en el fragmento ddB47 (Tabla de la parte inferior). En la parte central de la figura se presenta la se-

cuencia de nucleotidos del fragmento ddB47 que, en el gen Bde47A, cubre parte de la regién codificante y parte
de la regién 3’ no codificante.




en la zona correspondiente a la regién terminal de la regién codificante de Bde47A determina una
abundancia del codén “GAG” que aparece repetido dando lugar a una secuencia similar a la de un
“microsatélite”. La abundancia de codones GAG explica la relativa abundancia del aminodcido 4cido
glutdmico (E) en la regién terminal de la proteina codificada por el gen Bde47A, y que condiciona
el cardcter 4cido de la misma.

La primera coleccién de datos sobre la secuencia del genoma de B. cinerea fue generada por
la empresa Syngenta trabajando con la cepa tipo silvestre B05.10. Se secuencié una genoteca de
fragmentos de DNA gendmico que se deposité en el servidor de la Unidad de Investigacién de Infor-
macién Genémica (URGI) del Instituto Nacional de Investigacién Agraria de Francia (http://urgi.
infobiogen.fr) sobre la que se llevé a cabo una busqueda bioinformidtica de secuencias similares, pero
no idénticas, a la secuencia del fragmento ddB47 mediante BLASTN. En un principio la busqueda
se llevé a cabo aplicando condiciones que permitian detectar secuencias de nucleétidos estrictamente
homélogas. Con éstas se identificaron cuatro clones que mostraban identidad en una parte de su
secuencia con el fragmento ddB47. A continuacidn se llevé a cabo el mismo anilisis aplicando con-
diciones que permitian detectar variaciones, en mayor o menor medida, con la secuencia de interés,
en nuestro caso el fragmento ddB47. La aparicién de variaciones en relacién con la secuencia de in-
terés implicaba determinados niveles de penalizacién (seleccionados en el momento de establecer los
pardmetros de bisqueda) que permitian ordenar las secuencias detectadas como similares en funcién
del grado de conservacién o similitud en relaciéon con la secuencia de interés.

La Figura 15.4 muestra los clones detectados, y el orden establecido, cuando se aplicaron
condiciones estdndar de busqueda (standard filtering and masking conditions) y la penalizacién co-
rrespondiente a un error de un nucleétido. Se comprueba que los cuatro primeros clones detectados
presentan identidad con el clon ddb47. Representan, por lo tanto, clones que incluyen secuencias de
regiones parciales del gen Bde47A. Nuestro interés se centré en las secuencias ordenadas a continua-
cién que, teniendo en cuenta las condiciones de busqueda utilizadas, deben representar secuencias
similares, pero no idénticas, a la secuencia de ddb47 y ordenadas en funcién de su similitud con
ésta altima. Es interesante destacar que cuando se analiza la homologia de estas secuencias con la
secuencia de ddb47 se comprueba que los alineamientos se producen en la regién de ddB47 corres-
pondiente a la regién codificante del gen Bde47, no en la secuencia correspondiente a la regién 3’ no
codificante.

El andlisis BLASTN fue ampliado permitiendo niveles mayores de diferencia aumentando el

nivel de penalizacién. A partir de los resultados obtenidos se seleccioné una serie de secuencias si-
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1986691690108 I 5% Te=08
19266915T90496 P e 51 Ze-05
Bot_37 _Edl.g.la.3pha .| 46 Ee==0D4
Bot_167_P23.b.2a.T7a .| 46 E=-D4
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1986615775733 | 486 Ee-04
1986617135715 I a6 gg-0d
1986613678249 | 46 hRe-04
198 66317309100 — i6  Ge-04
Bot_37_EO0l.b.Za.T7a —— 44 0.002
Bot 253 WO9.g.2a.3pba — PR R
Bot_218_L04.b.2b.TTa I 44 0.002
1986691 TIZEER] | 44 0.002
198 66917060545 —— 44 0,002
1986691698373 ——— a4 0,002
1986631707971 .| 44 0,002
Bot 90 505.g.2n.5péa ——— 43 0.005
ant:’?j:ﬂ}_g_ﬂn_EpEﬂ .| 43 0.005
Bot_3_F05.g.2a.5péa | 43 0.005
Bot 247 AD1.g.2a.Spéa —————— 43 0,008
Bot_ 156 F10.b.2a.T7a ——— 43 0,005
Bot_1X0 Gll.b.2a.T7a ————— 43 0.005
198663158 00420 __________________________________________| 4% 0.005
19866915858011 I ——— 43 0.005
Figura 15.4
Alineamiento de las secuencias de los clones de la genoteca de fragmentos de DNA de B. cinerea deposita-
dos en el servidor http://urgi.infobiogen.fr y que muestran homologia con el fragmento ddB47 detectadas
mediante BLASTN con un nivel de penalizacién de (-1).

milares a ddB47 ordenadas en funcién de su similitud con ésta tltima. De entre las secuencias iden-

tificadas fueron obviadas las que representaban al gen Bde47A y fueron seleccionadas las secuencias
con niveles de similitud significativos. Las secuencias de los clones seleccionados fueron analizadas
buscando posibles solapamientos (o identidades) y fueron, ademds, enfrentados de nuevo frente a
la informacién depositada en la base de datos del genoma de B. cinerea B05.10. El objetivo de este
andlisis era generar un listado de secuencias tnicas con homologia a la secuencias ddB47, secuen-

cias que incluyeran ademds las regiones flanqueantes a la regién de homologia, para disponer de

secuencias especificas de cada una de ellas. La revisién y el ensamblaje manual de cada clon elegido
se realizé gracias a la herramienta ContigExpress de la suite Vector NTT Advance 10.3.0. Un ejemplo

representativo de esta revisién y ensamblaje manual con las secuencias consideradas para dar lugar fi-
X



19866915775755
19866915865923
~ B(080+5923¢)
119866915822080 .
1 19866916062743
19866915752541
198669117208306 |

19866915967527

secuencia consenso

Figura 15.5
Ejemplo de ensamblaje mediante el ContigExpress (VectorNTI Suite10) en la secuencia 2080 (B)

nalmente a la secuencia de cédigo B (2080) se presenta en la Figura 15.5.

Este andlisis di6 como resultado un total de doce regiones ricas en (A+G) que presentaban
una similitud significativa con la secuencia del fragmento ddB47 (Tabla 15.111).

La Figura 15.6 muestra una representacion grifica del alineamiento de las secuencias de
nucleétidos de las 12 regiones ricas en A+G seleccionadas con la secuencia del fragmento ddB47.

Fueron éstas las secuencias seleccionadas para posteriores andlisis.

19866915740496 19866916938086 19866916915375 19866917212550
19866915802266 19866917029190 19866915775733
19866917081888

Bot 223 H16.b.2a.T7a

Bot_154_H24.g.2a.Sp6a| 19866916948702 Bot_116_D12.b.2a.T7a | Bot_232_N23.g.2a.Sp6a
19866917135014 19866915884337 Bot_167_P23.b.2a.T7a
19866916809097 19866917309100

Bot_37_E01.g.2a.Sp6a 19866915775755 19866913678249 19866915819982
19866917135715 19866915865923 19866916952325 19866917135715
19866915819982 19866915822080 19866916901038

19866916062743
19866915752541
19866915967527

19866917208306

Tabla 15.111

Clones utilizados para el ensamblaje, correccién y completado de las secuencias elegidas.
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1 sonda ddB47
IR 9097
I 5375
I N 2080
== | 1038
O e | 0496

S N Bot_37

N Bot 167

I —— Bot 116
I 2266
I 5733
I 2325
= | 9100

Fig. 15.6

Representacion grafica de las secuencias anotadas. En amarillo se representa la zona de méxima homologfa con
la secuencia de la sonda ddB47. En rojo, la zona que sirvié de molde para la sintesis de la sonda de PCR para las
hibridaciones Northern posteriores.

Se comprueba que fue posible disponer de informacion sobre las secuencias que flanquean en

cada caso la regién rica en A+G. Estas secuencias fueron utilizadas en nuestra aproximacién experi-
mental con dos objetivos concretos.

En primer lugar, las secuencias resultantes seleccionadas fueron traducidas en todas las posi-
bles fases de lectura buscando posibles marcos de lectura que pudieran corresponder con un gen en la
zona de interés. Para asegurar la calidad de la anotacién manual llevada a cabo en nuestro laboratorio
se compararon estds secuencias con las secuencias generadas durante la anotacién automadtica que es-
taba llevando a cabo el BROAD Institute. La anotacién automdtica del BROAD Institute resulté de
gran ayuda para completar o eliminar indeterminaciones en las secuencias, aunque en algunos casos
presentaba huecos (gaps) e incongruencias o indeterminaciones con respecto a nuestras secuencias.

En segundo lugar, una vez las secuencias estuvieron aseguradas y comprobadas, se disefiaron
oligonucle6tidos para generar sondas especificas para cada secuencia, sondas que serfan utilizadas en
hibridaciones Northern para detectar la expresion de un posible gen que codificara un mensajero del

tamano esperado y con el patrén de expresién detectado originalmente (el caracteristico del gen que

hemos denominado Bde47B). Estas sondas se localizarfan en regiones adyacentes a la zona rica en

“GA” y en la direccién para la cual la fase abierta de lectura detectada tuviera sentido.



Reoseellados

La Tabla 15.IV muestra las secuencias elegidas, los oligonucledtidos que se utilizaron para
amplificar el fragmento relacionado con cada secuencia y el supercontig deducido por el BROAD
Institute que contiene la secuencia elegida. En algunos casos, fue necesario redisefar los oligonu-
cleétidos utilizados (Cy D) debido a la imposibilidad de generar, mediante PCR, un fragmento de

ADN con los oligonucleétidos disenados inicialmente (A y B).

0496 0496-A (Frw) TGGTTGTCATGCGATGTTGG 1208
0496-B (Rev) CAATTCAACCCCAGCTTCCC .
2266 2266-A (Frw) AGTTCTCACACAAGGAACGG 125
2266-B (Rev) TTTGGTCCCTCGGTACATCG '
5375 5375-A (Frw) CGTCGTTACGCCGCTTCTAC 1.30
5375-B (Rev) TGCGAAGCTGATGGGAATCC .
5733-A (Frw) GGATAGATAACTCCTCCGTC
5733 5733-B (Rev) CCACATCCACAACCACATGC 1100
5733-C (Frw) GTGCTGGTGCTGTTATTAGG .
5733-D (Rev) CCATACACAGTATCCAAATCC
9097 9097-A (Frw) CACCGGCTCTTGGCATACTG 1208
9097-B (Rev) TCCAATTCCTTGCCACCATC '
9100 9100-A (Frw) TAGATTAAGCAGCCGATGGC 1,198
9100-B (Rev) CGATCTCTATCAAAGCGAGC '
Bot_116-A (Frw) TAGTGAAAATTCGCGGGACG
Bot 116 Bot_116-B (Rev) GTCAGATTCAGATGGACCGC L4
0 .
- Bot_116-C (Frw) AGGGTAGGGGGTATGGGATG
Bot_116-D (Rev) GTACGATTCATAACGCGAGC
Bot_167-A (Frw) CGAATGACAACCCATCTTGG
Bot_167-B (Rev) CGAGGTAAAGCGCTGTACAG
Bot_167 Excluded reads
Bot_167-C (Frw) AGGGTAGGGGGTATGGGATG
Bot_167-D (Rev) GTACGATTCATAACGCGAGC
Bot_37-A (Frw) TCTGGGAAGAAGCTTAGTCC
Bot_37 (A) 1.23
Bot_37-B (Rev) CTCCTCAGCAGATTCTTCGG
2080 (B) 2080-A (Frw) TGAAGCATTCGAAGCTCGCG 12
2080-B (Rev) TCTGTCTCCTCATCGGCATC '
2325-A (Frw) GCTGTTGCTGTGGAAGTTGG
2325 (O) 1.158
2325-B (Rev) ATTTTCCAAGCGACGCCGAG
1038-A (Frw) GGGTTGACATTACTTCTGGC
1038 (D) 1.100
1038-B (Rev) GCAAGTAGTATCGTATCTCCG
Tabla 15.IV
Oligonucleotidos que se utilizaron para sintetizar las sondas de las zonas adyacentas a regiones ricas en “GA”
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Un total de seis sondas fueron generadas mediante PCR, correspondientes a las secuencias
9097, 2080, Bot_37, 9100, 2325, Bot_167. Estas sondas generadas fueron utilizadas en experi-
mentos de hibridacién en condiciones moderadamente restrictivas con membranas que contenfan
RNA de B. cinerea cultivado in vitro y RNA de la interaccién B. cinerea-tomate a las 96 horas y a
las 120 horas de infeccién. La muestra de RNA de la interaccién a las 120 hpi muestra un nivel de
degradacién importante, como se comprueba en la Figura 15.7. Como hemos podido comprobar
repetidamente en el curso de numerosos experimentos de infeccién, obtener RNA total de calidad
a partir de tejidos infectados a tiempos tan tardios resulta muy dificil porque los tejidos infectados
estdan muy macerados y deteriorados. No obstante, hemos incluido la muestra correspondiente junto
con la muestra de 96 hpi por considerar que pudiera resultar de interés para identificar el gen que
hemos denominado Bde47B. Los resultados de dichas hibridaciones se presentan en la Figura 15.7.
Se comprueba que con las sondas 2325 y Bot167 no se obtuvieron sefiales de hibridacién que pu-
dieran ser consideradas en nuestro andlisis de expresion. En la figura se comprueba también que en
las otras cuatro hibridaciones se detectan claramente sefales de hibridacién definidos por lo que nos

permite proponer que estas cuatros sondas detectan la expresién de otros tantos genes. No obstante,

120 hpi

B.c. in vitro
96 hpi

Ry
L

L

[

- - 1

9100 2325 Bot167
Fig. 15.7
Hibridaciones Northern llevadas a cabo con sondas derivadas de los fragmentos 9097, 2080 Bot37, 9100, 2325 y

Bot167 . Los filtros contenian RNA de B. cinerea cultivado in vitro (B.c. in vitro) y RNA total de la interaccién B.
cinerea - tomate preparado a partir de hojas infectadas y recogidas 96 y 120 hpi.




un andlisis de los patrones de expresién obtenidos demuestra que en ninguno de los cuatro casos se
trata del patron de expresién esperado para un RNA mensajero también del tamafo esperado (el

codificado por el gen Bde47B).

La sonda 9100 deriva de un gen que sélo se expresa en las condiciones de cultivo iz vitro
utilizadas como referencia, no detectdindose expresién en las muestras derivadas de material vegetal
infectado (expresion in planta). Con la sonda 9097 se detectan senales de hibridacién que parecen
resultar derivadas de hibridacién (especifica o inespecifica) con RNA ribosémico, razén por la cual
esta hibridacién consideramos que no ofrece informacién relevante.

La sonda 2080 deriva de un gen que muestra un nivel de induccién de la expresién impor-
tante i planta a las 96 hpi.

Finalmente, con la sonda Bot37 se detectan sefales de hibridacién de intensidad similar en
las tres muestras analizadas. Teniendo en cuenta que en la muestra derivada de la interaccién a las 96
hpi, sélo el 25-30% del ARN total es ARN del hongo, es posible considerar que en este caso el gen
cuya expresion nos permite detectar esta sonda muestra un nivel de induccién de aproximadamente
4-5 veces en las condiciones analizadas.

Un anilisis bioinformdtico de las secuencias alrededor de las sondas correspondientes a
los clones 9100, 9097, 2080 y Bot_37 mediante BLAST frente a la anotacién automdtica del ge-
noma de B. cinerea a nuestra disposicion a través del servidor del BROAD Institute revelé ciertas
homologias con diversas proteinas deducidas y anotadas automdticamente. Estas proteinas fueron
contrastadas mediante BLASTP con las secuencias depositadas en diversas bases de datos publicas
tratando de identificar posibles homologias y dominios conservados.

Con la secuencia correspondiente a la sonda denominada 9100 no se identificé ninguna
homologia significativa con secuencias depositadas en las bases de datos.

Con la secuencia 9097 se detect6 una alta homologia con la proteina codificada por el gen
BC1G_15761.1, en cuya anotacién automdtica se indica que se trata de una proteina que parece
estar relacionada con proteinas que presentan el dominio BAT2 (HLA-B-associated transcripts).
Este dominio estd presente en genes que codifican para proteinas muy ricas en prolina que compar-
ten similitudes con proteinas reguladoras de transcripcién que contienen motivos dedo-de-zinc y
regiones ricas en glutémico, como ocurre en Bde47A.

Pero son los resultados derivados del andlisis de las secuencias correspondientes a los frag-
mentos 2080 y Bot_37 los que presentan un mayor interés. La secuencia de la que deriva la sonda
2080 es idéntica a la secuencia del gen BC1G_00665.1. La busqueda de secuencias homélogas a la

proteina deducida codificada nos proporciona como resultado una serie de proteinas hipotéticas de
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hongos relacionadas con la proteina mitocondrial procesadora de RNA mitocondrial PET127, cuyas
secuencias se caracterizan por incluir el dominio pfam08634.

Por su parte, la secuencia correspondiente a la sonda Bot_37 se deriva de la secuencia del gen
identificado en la anotacién automadtica del genoma de B. cinerea como BC1G_04929.1. La proteina
deducida presenta una gran homologia con proteinas de tipo helicasa/ATPasa de la familia SNF2, y
un andlisis de dominios funcionales demuestra que incluye regiones con una homologia muy elevada
con los dominios smart00487, pfam00176 y COGO0553, presentes en esta superfamilia proteica.

Aunque la aproximacién bioinformdtica empleada ha permitido identificar genes estructu-
ralmente similares al gen Bde47A, la consideracién del tamafio de los ARN mensajeros codificados
y de los patrones de expresién correspondientes indica que hasta el momento no ha sido posible
identificar el gen que estamos tratando de aislar, el gen Bde47B. El tamafo de los ARN mensajeros
detectados en ningtin caso parece ser inferior a los 1.000 nt, tamano méximo estimado inicialmente
para este mensajero. El andlisis bioinformdtico llevado a cabo indicé que sélo en el caso de las se-
cuencias 2266 y 2325 la anotacién automadtica del genoma de B. cinerea predice un tamafio del RNA
mensajero codificado inferior a 1000 nt.

Derivada de la secuencias 2325 si se ha preparado una sonda, pero la hibridacién correspon-

diente, como hemos indicado anteriormente, no ofrece resultados de interés, puesto que la hibrida-

Scontig nucleotidos aa’
BC1G_14925.1 158: 40028-40441 414 nt 125aa’
1 10 20 30 40 50

| | | | | |
+1 ATGTGTGGAGGTGGTGGTGCGAATTTATGGGCTGTTTACATgtaaggggg
M C G GG G A NL W AV Y M
+51 | tgcgcggattgttggatgagggatgagGGATGAGGGAGGAGGGATCTTTC
D E G G G I F
+101 |  TTGGGGAGGAGGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAG
L G E E E E E E E E E E E E E E E
+151 | GAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGA
E E E E E E E E E E E E E E E E E
+201 | AGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAG
E E E E E E E E E E E E E E E E
+251 | AGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAG
E E E E E E E E E E E E E E E E E
+301 | GAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGA
E E E E E E E E E E E E E E E E E
+351 | AGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAAGAGGAATATAGAT
E E E E E E E E E E E E E E Y R
+401 | ATGTGATGTGGTAG
Y V. M W *

Figura 16.8
Secuencia BC1G_14925.1



cién en este caso no tuvo lugar de manera satisfactoria (o la sonda no fue amplificada y marcada de
manera apropiada o se produce cierto nivel de hibridacién inespecifica con RNA ribosémico que
enmascara la sena de hibridacion auténtica). El gen del que esta secuencia deriva, BC1G_14925.1,
codifica una proteina que presenta una amplia regién rica en dcido glutdmico (E) que representa mds
del 75% del total de la proteina. La comparacién y la bisqueda de homologias con esta proteina en
las bases de datos publicas no permitié generar informacién ni resultados dignos de mencién.

A partir de la secuencias 2266 se sintetizé una sonda que también fue utilizada en experi-
mentos de hibridacién. En este caso, la hibridacién no generé ningin resultado (y la imagen del
filtro correspondiente no se presenta en este trabajo). La secuencia en el genoma de la que deriva
corresponde al gen identificado como BC1G_05413.1 codifica una proteina de 154 aa’, pero su
comparacién con las bases de datos publicas no permite identificar homologias significativas. La
Figura 16.10 muestra la secuencia de nucleétidos del gen BC1G_05413.1 y la secuencia de aminod-

cidos de la proteina deducida. Es interesante destacar que la secuencia del gen BC1G_05413.1 es

Scontig nucleotidos aa’
BC1G_05413.1 25:221048-221613 (+) 566 nt 154 aa’
1 10 20 30 40 50

| | | | | |

+1 | ATGGATTTTTCCAAAGTACCAAAGGCGAAGCCCATATCTGCGAAGAAAGC

M D F S K VvV P K A K P I S A K K A

+51 | AGCTCAGTATAACAAGATATTTGATGATCCGCAAAAGATGAAGGAGATAT

A Q Y N K I F D D P Q K M K E I

+101 | TTGAACAATGCGAGGCgtccggtecgttgggectgectggggggtgcagggtyg
F E Q C E A

+151 | gatgggcggggtgctccgatgtaccgagggaccaaaccggaggggattgt

+201 | tgaaaaagaagaagaagAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGG
G G G G G G G G G G G
+251 AAGAGGAGGAGGAGGAGAAGAGGAGGAGTTGATAGCTTCAAAGTACTTCA
R G G G G E E E E L I A S K Y F
+301 AGAAGGGAGCTGGAACGAAACTCAAGGATCCAGAGAAGAAGATGGAGAAA
K K G A G T K L KD P E K K M E K
+351  TTTGGGGCCGGAGTAAGAATTCCAAACTTGCTTGTGTTGAGAAATGAAGA
F G A G V R I P NL L V L R N E E
+401 | GGAGGGATCGGTGCTTTCAACCAAGAACACCACGACCCCACGTACTCCGA
E G S v L S T K N T T T P R T P
+451 | CTGCCGAGTCTGGAACAAAAAACACCCAACAGCATGACGAAGAGGCCTGC
T A E S G T K N T Q Q H D E E A C
+501 CATTATCAATCTGCAATTACAATCATGTTCTCCAAGCATATTGTCGACGC
H Y Q s A I T I M F S K H I vV D A
+551 | CTACAATCACGAGTGA
Y N H E *

Figura 16.10
Secuencia BC1G_05413.1
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una de las secuencias identificadas en el curso de este trabajo aplicando la primera estrategia descrita

basada en la hibridacién en condiciones moderadamente restrictivas. Se trata concretamente de la

secuencia del fragmento de ADN clonado en los plasmidos pDBP-6, pDBP-7 y pDBP-8.




16. El fragmento ddB2 y el gen Bde2

16.1. Anilisis de la expresién génica

Para analizar el patrén de expresién del gen de B. cinerea que codifica el RNA mensajero a partir del
cual se ha derivado el fragmento “ddB2” se preparé una membrana de nylon a la que se transfirie-
ron, en cada caso, 20 pg de RNA total extraido de B. cinerea cultivado in vitro, de hojas de tomate
no infectadas y de hojas de tomate inoculadas con B. cinerea y recogidas a distintos tiempos después
de la inoculacién (ver seccién 10.2.b de Materiales y Métodos). La figura 16.1 muestra los resul-
tados obtenidos en las hibridaciones llevadas a cabo con sondas derivadas del fragmento de cDNA
“ddB2” de B. cinerea (Benito ez al., 1996), del gen tubA de B. cinerea (Benito et al., 1998) y del gen
codificador del rRNA 18S de rdbano (Grellet ez al., 1989). La estrategia experimental aplicada para
analizar y cuantificar la expresién del gen codificador del mensajero correspondiente es la misma
considerada para analizar la expresién del gen Bde47A y las muestras de RNA utilizadas derivan del
mismo experimento de inoculacién sobre hojas de tomate utilizadas entonces. Los procedimientos
y los principios expuestos en su momento son vélidos para analizar los datos generados en este caso.

Asi, la cuantificacion de las sefales obtenidas en la hibridacién con la sonda 18S rDNA nos per-

A Interaccién B. cinerea-tomate B

B.c. Lee. 16h 32h 48h 72h 96h 120h

o

S 7 o

ddB2 ? S Jo-.

il e
T

Figura 16.1
A.g;‘xlnélisis de expresién mediante hibridacién tipo Northern sobre RNA de B. cinerea cultivado in vitro (B.c.),
hojas de tomate no infectadas (L.e.), y hojas de tomate inoculadas con B. cinerea y recogidas a distintos tiempos
después de la inoculacién (Interaccién B. cinerea-tomate), con sondas derivadas del fragmento de cDNA ddB-2,
del gen tubA de B. cinerea 'y del rDNA 18S de rdbano.

B. Estimacidn del progreso de la infeccién mediante la cuantificacién de la proporcién RNA fangico / RNA de
la interaccién en cada momento analizado.

Fungal RNA/ Interaction RNA %
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mite compensar diferencias de carga entre pocillos en el gel y el estudio de las senales de hibridacién
obtenidas con la sonda z#bA nos permite analizar el progreso de la infeccién y estimar la proporcién
de biomasa del hongo en relacién con la biomasas total de la interaccién en cada momento analizado
para asi poder cuantificar la expresién del gen objeto de estudio en cada momento considerado.

La hibridacién realizada con el fragmento “ddB2” demuestra que el gen que codifica el RNA
mensajero a partir del cual se ha generado el fragmento de cDNA ddB2 no se expresa iz vitro (duran-
te el crecimiento saprofitico y en las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo) a niveles
detectables mediante hibridacién de tipo northern. Si es posible detectar expresién del gen durante la
interaccion del patégeno con la planta huésped (se detecta un RNA mensajero de aproximadamente
1,8 kb de tamafo), pero Gnicamente en estadios muy tardios del proceso de infeccién, ya que tnica-
mente se detecta una banda de hibridacién en la muestra derivada de RNA total extraido a partir de
hojas infectadas y recogidas 120 hpi , fase correspondiente a una etapa de colonizacién y maceracién
masiva del tejido infectado. Puesto que no se detecta expresién durante el crecimiento saprofitico,
no es posible cuantificar la expresién in planta del gen codificador y expresarla en relacién al posible
nivel de expresién iz vitro. Siendo asi, es posible considerar en este caso que estamos identificando
un gen que se expresa diferencialmente. El gen
fue denominado Bde2 (que deriva de Bosryris di-

fferentially expressed n° 2)

16.2. El gen codificador

Para determinar si el gen Bde2 es un gen de
copia Unica y para caracterizar el entorno ge-
némico del mismo, se llevé a cabo un anilisis
de tipo Southern. Se utilizé un filtro de nylon
(Hybond N) al que se habian transferido los

fragmentos resultantes de la digestion de DNA

genémico de B. cinerea (cepa B05.10) con las en-

zimas de restriccién EcoRI, EcoRV, Hindl11, Xbal

Fig. 16.2
Hibridacién Southern llevada a cabo sobre DNA
genémico de la cepa B05.10 digerido con EcoRI,
EcoRV, Hindlll, Xbal y BamH], fraccionado en gel
de agarosa (0"7% w/v) y transferido a membrana
Hybond N. La sonda usada deriva de una banda
del fragmento ddB2, obtenida mediante PCR. El
filtro fue hibridado a 65° C y lavado con 0,1 x SSC.

y BamHI. Como sonda se utilizé el fragmento

“ddB2”, obtenido mediante PCR y marcado ra-

diactivamente. La Figura 16.2 muestra los resul-




tados obtenidos. Cuando se aplicaron condiciones de hibridacién restrictivas se detecté una tnica
banda de hibridacién y, por lo tanto, un tnico fragmento de DNA, en cada una de las carreras co-
rrespondientes a cada una de las digestiones consideradas. Estas observaciones indican que la sonda
“ddB2” detecta una secuencia (gen) de copia unica en el genoma de B. cinerea. El gen Bde2 es, por

lo tanto, un gen de copia tinica en el genoma de B. cinerea.

16.3. Estrategia de clonacién y secuenciaciéon del gen Bde2.

La secuencia del fragmento clonado en el pldsmido pddB2-2 habia sido determinada previamente
(Ntmero de Acceso Z70214) (Benito ez al., 1996). Utilizando como sonda el fragmento clonado
en este pldsmido (la misma sonda utilizada en la hibridacién sobre un Southern de DNA genémico
de B. cinerea) se llevaron a cabo experimentos de hibridacién con una genoteca de DNA genémico
de B. cinerea (cepa SAS56) construida en el vector de clonacién lambda EMBL3 (van der Vlugt-
Bergmans ez al., 1997). La hibridacién que se realizé sobre un filtro de nylon al que se habian
transferido aproximadamente 5.000 halos de lisis permitié detectar 5 halos positivos que fueron
denominados A1, A2, A3, A4, y A5 (Fig. 16.3).

A partir de los halos positivos Al y A2 se llevé a cabo un escrutinio primario, secundario
y terciario para obtener finalmente una halo in-
dividual (y representativo de cada halo original) a
partir del cual multiplicar y obtener a gran escala
DNA de fago portador del fragmento de DNA ge-
némico de B. cinerea detectado con la sonda deri-
vada del fragmento ddB2. La Figura 16.4 muestra
un andlisis Southern de diferentes digestiones de
DNA de los fagos Al y A2 digeridos con las enzi-
mas de restriccién Sa/l, EcoR1 y Sall-EcoRI simul-

tdneamente.

Ambos fagos muestran el mismo patrén de
hibridacién con las enzimas utilizadas. Decidimos  Figura 16.3

o ) ) Filtro de nylon con la genoteca de fagos de DNA
utilizar en los experimentos posteriores de clona-  genémico de B. cinerea hibridado con la sonda

ddB2.
cién DNA de uno de ellos, el fago Al. Se cloné

inicialmente el fragmento Sa/l-Sall de aproxima-
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EcoRI+Sall
EcoRI1+Sall

Fig. 16.4

Hibridacién Southern de un filtro con
DNA de los fagos Al y A2 digerido con las
enzimas Sall, EcoR1 y Sall+EcoR] y marca-
do con la sonda ddB2.

damente 1,3 kb en pBluescriptSK dando lugar al pldsmi-
do p2-1 (ver Figura 16.5.A).

Se subclonaron entonces los fragmentos Sa/l-Eco-
Rl de 0,7 kb y EcoRI-Sall de 0,6 kb derivados del inserto
clonado en el plésmido p2-1, dando lugar a los p2-2 y
p2-3, respectivamente. Se purificaron entonces los inser-
tos clonados en estos dos pldsmidos y con los mismos se
llevaron a cabo hibridaciones Southern sobre nuevas di-
gestiones de DNA del fago Al, en este caso digestiones
Pstl, EcoRI, EcoRI-BamHI1 y BamHI (Fig. 16.6).

Con la informacién derivada del andlisis de res-
triccién y de hibridacién se generé el mapa de restric-
cién que se presenta en la Figura 16.5.B. Se subclonaron
entonces en pBluescriptSK el fragmento EcoRI-EcoRI de

aproximadamente 3,6 kb detectado con la sonda deriva-

da del inserto clonado en el plismido p2-2 y el fragmento EcoRI-EcoRI de aproximadamente 1 kb
detectado con la sonda derivada del inserto clonado en el pldsmido p2-3, originando los pldsmidos
p2-5Ay p2-6, respectivamente. Se cloné también el fragmento Psl-Pszl de aproximadamente 4,1 kb

detectado con ambas sondas, dando lugar al plasmido p2-7.

A B Pstl  EoRI
Kpnl Sall
= Sall Kpn|
o Sall-Sal = EcoRl Konl
EcoRlI Sall Pstl
| - [
p2-3
P22
AN p2-6
EcoRI
p2-7
p2-5A

Fig. 16.5
A. Esquema del pldsmido p2-1, con el inserto Sa/l-Sall de 1,3 kb.
B. Esquema del mapa de restriccién de la region alrededor del fragmento Sa/l-Sall de aprox. 1,3 kb y de los frag-
mentos clonados en distintos pldsmidos derivados y utilizados en la secuenciacién de la copia gendmica del gen
Bde2 (pldsmidos p2-2, p2-3, p2-5A, p2-6 y p2-7).
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Fig. 16.6

A. Gel de la digestién con Pstl, EcoRI, EcoRI-BamHI 'y BamHI del fago Al.

B. Hibridacién del filtro derivado del gel presentado en A con la sonda derivada de p2-2.con la sonda deri-
vada de p2-2.

C. Hibridacién del mismo filtro con la sonda derivada de p2-3.

16.4. Secuencia del gen Bde2

La secuenciacién de los insertos completos clonados en los pldsmidos p2-2, p2-3 y p2-6 utilizando
los oligonucledtidos universal y reversos y de regiones parciales de los insertos clonados en los plds-
midos p2-5A y p2-7 utilizando oligonucledtidos de secuencia especifica disenados sobre regiones
previamente secuenciadas nos permiti secuenciar la regién donde se debia ubicar la copia genémica
del gen Bde2. La figura 16.7 muestra un esquema simplificado de una regién de 2.600 nucle6tidos

del genoma de B. cinerea que

incluye la secuencia detecta- Konl Sall
da mediante hibridacién con Sall Konl
Hindlll EcoRl
la sonda ddb-2 y las regiones ddB-2 , @ =il
flanqueantes de aquélla. Sobre 11 @ r

esta secuencia (Bde2 GMD)

se ha realizado un anillamien-  Fig. 16.7
Regién genémica de B. cinerea que incluye la zona detectada por la sonda

to con la secuencia del frag-  ddB-2.

mento ddB2.
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Como se comprueba en la Figura 16.8, la regién en el genoma de B. cinerea en la que alinea
el fragmento ddB2 queda incluida dentro de un fragmento Sa/I-Sa/l de 1.277 nucleétidos, el frag-
mento clonado en el pldsmido p2-1 (cuya tamano se habia estimado en 1,3 kb).

El andlisis del alineamiento local (Fig. 16.8) muestra que en el extremo 5’ del fragmento ddB2
(orientacién dada en relacién a la polaridad del mensajero del que deriva) encontramos, aunque con
variaciones, la secuencia correspondiente al oligonucleétido de 10 nt denominado P2 (5-TGCATT-

GGTC-3’) que junto con el oligonucledtido reverso denominado RT2 (5°-TTTTTTTTTTTGC-3’)

permitieron en la reaccién de PCR original detectar mediante “differential display” este fragmento de
cDNA (secuencias descritas en Benito ez al., 1996). Se comprueba que el decdmero ha anillado con
una posible diana de reconocimiento, detectindose en este caso cuatro diferencias (sustituciones) en
relacién con la secuencia diana auténtica, tres de las cuales afectan a nucleétidos correspondientes
al extremo 5’ del oligonucleétido y una al extremo 3’ (una sustitucién en la posicién 8 del oligo-
nucleétido). En el extremo 3’ del fragmento ddB2 encontramos una cola polyA de 11 nucleétidos

precedida de los nucleétidos GC, que corresponde a la secuencia del primer reverso RT2 utilizado

originalmente.
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Fig. 16.8
E del ia de | i6n del de B. ci incl | Bd illami de la mi
squema de la secuencia de la regién del genoma de B. cinerea que incluye el gen Bde2 y anillamiento de la misma
con la secuencia del fragmento ddB2. En verde se representa la posicién y orientacién del gen y en amarillo se pre-
sentan los exones identificados de su regién estructural.




LRescllados

El estudio de este alineamiento de la regién que incluye la copia genémica del gen Bde2 con
la regién de cDNA correspondiente en el fragmento ddB2 permitié detectar, ademds, la presencia
y localizacién de un intrén en el gen Bde2 (ver Fig. 16.9).

Se procedié entonces a analizar detalladamente la secuencia alrededor de la regién con ho-
mologia con el fragmento ddB2. Se detecté una posible fase de lectura abierta interrumpida por
una segunda secuencia de tipo intrén localizada aguas arriba del intrén previamente descrito y que
discurrirfa de izquierda a derecha en el esquema presentado en la Figura 16.8, identificdindose varios
posibles codones de iniciacién alrededor de la posicién nimero 700 (numeracién segin esquema de
la Figura 16.8) y varios posibles codones de terminacién alrededor de la posicion 2.120 (esta fase de
lectura estd representada mediante cajas de color amarillo en la Figura 16.8 y el gen correspondien-
te, el gen Bde2, mediante una flecha gruesa de color verde). Se comprobé en una anilisis preliminar
de la posible secuencia de aminodcidos codificada por esta fase abierta de lectura que el gen Bde2

codificarfa una proteina con homologfa con ciclinas.
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Fig. 16.9

Detalle del alineamiento local de la secuencia de la copia Fenémica del gen Bde2 y de la secuencia del fragmento
ddB2. En verde se representa la posicién y orientacién de

su regién estructural.

gen y en amarillo se presentan los exones identificados de

Durante la realizacién de este andlisis se hizo publica la secuencia del genoma de dos cepas

de B. cinerea, la cepa B05.10 y la cepa T4, y de una cepa de la especie relacionada S. sclerotiorum,
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como hemos indicado en secciones anteriores de esta memoria. Fue posible entonces analizar la in-
formacién obtenida en el curso del proyecto de secuenciacién de los tres genomas y las anotaciones
automaticas realizadas en nuestra regién de interés. Fue posible comprobar en primer lugar que en
los tres genomas existe una tnica copia del gen codificador del mRNA a partir del cual se ha gene-
rado el fragmento de cDNA ddB2, confirmando los resultados obtenidos en nuestro caso mediante
experimentos de hibridacién Southern en B. cinerea B05.10.

En los tres organismos se identifica un gen homélogo de nuestro gen Bde2 que ha recibido
el siguiente c6digo en cada caso:

B. cinerea B05.10: BC1G_03046.1
B. cinerea T4: BofuT4_P002710.1
S. sclerotiorum: SS1G_07559.1

Se estudid la anotacién automdtica propuesta de cada uno de los tres genes, considerando en
cada caso la secuencia de la copia genémica y de la copia cDNA derivada del anilisis automadtico. Se
buscaron, ademds, posibles secuencias de EST descritas en cualquiera de los sistemas que pudieran
facilitar la identificacién de intrones. Sélo en el caso de B. cinerea T4 se encontraron dos secuencias
solapantes de dos EST derivados de una genoteca de cDNA construida a partir de micelio cultivado
durante cuatro dias en medio rico (Contig EST Name: bt4ctg_0035_CL_bt4ctg_ 0035_002.Con-
tigl_v5). En B. cinerea B05.10 y en S. sclerotiorum hasta el momento no se ha detectado expresién
del gen analizado. Con las secuencias de las copias genémica y cDNA de los tres genes propuestas
en la anotacién automdtica, la secuencia del gen Bde2 determinada manualmente en el curso de este
trabajo, la secuencia del fragmento ddB2 y la secuencia de los dos EST identificados en las bases
de datos y derivados del gen BofuT4_P002710.1 se llev6 a cabo un alineamiento cuyo resultado se
presenta en la Figura 16.10.

El estudio de este alineamiento nos proporciona varias claves para identificar y proponer con
muchas garantias cudl es la secuencia y la estructura del gen Bde2. En primer lugar, las anotaciones
automaticas de los tres genes, identifican el segundo intrén que nuestro andlisis preliminar permitié
detectar y sobre el cual disponemos de evidencias experimentales directas puesto que estd ubicado en
la zona correspondiente al fragmento de cDNA ddB2 (alrededor de la posicién 1200 en la secuencia
Bde2 GMD en la Figura 16.10 — ver caja I en la Figura). También las anotaciones automadticas de

los tres genomas identifican un primer exén aguas arriba del anterior, en torno a la posicién 950 de

la secuencia Bde2 GMD (ver caja II en la Figura 16.10). Dado que es identificado en los tres casos y

que la secuencia del intrén propuesto estd flanqueada por secuencias consenso de intrones en ambos
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Fig. 16.10

Anillamiento de las secuencias de las copias genémica y cDNA de los genes ortélogos de Bde2 identificados en el
curso de la anotacién automdtica de los genomas de B. cinerea B05.10 (gen BC1G_03046.1), B. cinerea T4 (gen
BofuT4_P002710.1) y S. sclerotiorum (SS1G_07559.1). Se ha incluido también la secuencia del fragmento ddB2, la
secuencia del tinico EST identificado en las bases de datos derivadas de genotecas de cDNA utilizadas en los proyectos
de secuenciacién de los tres genomas (BofuT4 EST) y la secuencia determinada manualmente en el curso de este

trabajo (Bde2 GMD).

extremos en los tres sistemas, asumimos que este intrén es cierto. Por otra parte, la anotacién del
gen BofuT4_P002710.1 en la cepa T4 de B. cinerea propone un tercer intrén en torno a las posi-
ciones correspondientes a las posiciones 1.600-1.650 de la secuencia de Bde2 GMD. Este intrén
no es identificado en la anotacién del gen BC1G_03046.1 de la cepa B05.10 ni en la anotacién
del gen SS1G_07559.1 de S. sclerotiorum. Por otra parte, la Gnica secuencia EST descrita derivada
de uno de estos tres genes, concretamente del gen BofuT4_P002710.1 de la cepa T4, corresponde
a la regién terminal del supuesto mRNA y cubre la zona donde se ubicaria este intrén. En esa se-
cuencia cDNA estd presente la secuencia de nucleétidos que deberia haber sido procesada durante
la maduracién del mRNA codificado si se tratara efectivamente de un intrén. Descartamos, por lo

tanto, este tercer intrén que atribuimos a un modelo de gen erréneo propuesto en el curso de la

anotacién automdtica (ver caja III en la Fig. 16.10). Asimismo, la anotacién automdtica del gen

SS1G_07559.1 de S. sclerotiorum propone un intrén adicional.




Analisis y caracterizacion de genes de B. cinerea inducidos in planta

David Benito Pescador

Lasecuencia dela region terminal del cDNA propuesto como derivado del gen BC1G_03046.1
en la anotacién automdtica presenta diferencias muy notables en relacién con la secuencia de la co-
pia genémica del mismo y con las secuencias tanto de la copia genémica como cDNA de los genes
analizados en T4 y en S. sclerotiorum (Caja IV en la Figura 16.10). El alineamiento es muy pobre
porque en este caso la anotacién automdtica propone una organizacién de exones e intrones en la
regién terminal del gen muy distinta a la propuesta en los otros genes y, como consecuencia de ellos,
las regiones alineadas no se corresponden. Dado que la organizacién propuesta es muy similar en los
genes BofuT4_P002710.1 y SS1G_07559.1, asumimos como correcta la organizacién propuesta en
estos genes que, ademds, responde a la informacién derivada de la secuencia del EST BofuT4EST.

Debemos destacar que en la regién terminal del gen SS1G_07559.1 observamos una peque-
fia delecién de 24 nucledtidos que parece ser especifica de este gen en este organismo (ver Caja V en
la Fig. 16.10.).

Finalmente, el andlisis del alineamiento llevado a cabo nos permite identificar la posicién de
los codones de iniciacién y terminacién de la traduccién que probablemente son correctos. En la
regién del gen de B05.10 determinada en el curso de nuestro trabajo (secuencia Bde2 en la Figura
16.10) hemos identificado varios codones de iniciacién que se encuentran en la misma fase de lectu-
ra, aunque s6lo dos presentan las caracteristicas que Nakagawa y colaboradores han descrito. Naka-
gawa y colaboradores han observado que, aunque existen variaciones dependiendo de los grupos de
eucariotas considerados, existe un sesgo muy importante en todos los casos por la presencia de A/G
en la posicién -3, A/C en la posicién -2 y C en la posicién +5 (el residuo A del codén AUG estd nu-
merado como +1) (Nakagawa ez a/., 2008). En nuestro caso tenemos dos codones de iniciacién, muy
cercanos entre si, que pueden ser tomados como candidatos. La comparacién con las propuestas que
realiza la anotacién automdtica sugiere que el codén de iniciacién vdlido es uno de los dos localizados
en torno a la posicién 700 de la secuencia Bde2 GMD, lo que refuerza la aproximacion realizada
antes. En el gen BC1G_03046.1 se propone un codén de iniciacién posterior que determinaria que
la proteina codificada fuera de menor tamano. En los genes BofuT4_P002710.1 y SS1G_07559.1
se proponen los codones correspondientes a los propuestos en nuestro trabajo y, aunque no dispone-
mos de evidencias experimentales directas que nos permitan determinar cudl es el vélido, teniendo
en cuenta la homologfa de la proteina deducida con otras secuencias de proteinas depositadas en las
bases de datos y la proximidad de los mismos, proponemos como vilido el primero de ellos loca-
lizado en la posicién 704 de la secuencia Bde2 GMD) (ver linea A en la Figura 16.10). En cuanto

al posible codén de terminacién, teniendo en cuenta los problemas descritos en relacién con la



anotacién automdtica del gen BC1G_03046.1, los datos derivados de la anotacién de los genes
BofuT4_P002710.1 y SS1G_07559.1 y la secuencia del EST derivado del gen BofuT4_P002710.1
proponemos como codén de terminacién el localizado en la posicién 2.134 de la secuencias Bde2
GMD (ver linea B de la Figura 16.10).

La secuencia definitiva del gen Bde2 determinada en curso de este trabajo y de sus secuen-
cias flanqueantes, asi como la organizacién del mismo y la secuencia de aminodcidos de la proteina

deducida se presentan en la Figura 16.11.

1 10 20 30 40 50
| | | | | |
-702 TTGGAGTATTTGGGGCCAAAGTGGATGGAATGATATATTGCAAACAGGAT
-652 CTGCTTGTTTCAGCTGAGGAAGATGTCCTTGTTGATGTCCCGGCTGAAGT
-602 TGGGGCTTAGTACTTGAGACTTGATGGGCCATCCCCACAAAGCCGCTTTA
-552 TAGTAGACTTAGAGGTACATTTTACCGATGTTCTGCCGCACAGAGGAAGA
-502 TAGTAAATCCGTCTGATATTCATCATTTCTGGCAGTACGCAAGTTAATCG
-452 AACTATTTTGCTTCAAAGTCTCGCACCGCATTTTCCTTTCGATGATACCA
-402 TAGAACGAGCTGGGAACCTCGTATTATTGAATGCCGCAGTCCAGTTGCGA
-352 TCAACGAAAACCTCGCTGAAAGAAAATTTACCATCGAAATCGATTTGCGA
-302 CAGAGAGCTGAATAGAAGTTCGACTACGAAGGCATTGATTGAAGCACGTT
-252 ACGAGTTGCAGTGCGAGAGGTTCAGATTATCGCGAGTTTGAGTTCGCCCG
-202 AGTTCTACACAGTCAAACTTGGAGAGCCGCAAAGCTTTAACTGCAACCGT
-152 TTGTCACTTCTTGCAGAAAATCCAAGGCAAACCTACACCAGAGACTGACG
-102 GGAAGCCGAACGTAGATGCGAGGGCCCCCTTGGTCGACTTATTCCCAGAA
-52 AACCTCAAATATCGTTCCACATATTACTTTATCAATTTCCAATACTCTTG
=2 CA
1 ATGGTACCTGCACCAATGGCGCCTGCTCCAGAACCCACCCAGGTCATCCC
M V P A P M A P A P E P T Q V I P
+51 TACGGGTCCTCACCCGTCATTCATTCAAGTCGCCAAACCTTATATGTTCC
T G P H P S F I Q V A K P Y M F
+101 AGCAACATGTCAATACCAAACTCATGATCATCGGCGCAAATCCTACACGC
Q Q H V N T K L M I I G A N P T R
+151 GAGGATCAGTTTAGGCTACAGGGGGTGACTTGGATTAATGACGTTAGGGT
E D Q F R L Q G V T W I N D V R V
+201 TGCTTTACAGCTgtcagtattaccctgacttgcgcagacacaagtattaa
A L Q L
+251 cttccacaagACCAGTGCGAACTTTCTGTACCGCTGCCACCTACTTTCAT
P VvV R T F C T A A T Y F H
+301 CGCTTTCGGCTTGCTCACAAAGATACTGAATATCAATACCAAGATGCAGC
R F R L A H K D T E Y Q Y Q D A A
+351 GGCTGCTGCACTTCTAACAGCTTGCAAGATTGAAGATACCCTTAAAAAGT
A A A L L T A CI K I E DT L K K
+401 CCAAGGATATTATTTGCGCAGCTCACAACTTAAAACATTCAGCTGCAGAG
S K D I I C A A H N L K H S A A E
+451 CATTTAAGCTCCGACGATACTgtatgtcttgccccatcctggttatagat
H L S S D D T
+501 ggctactaattcatgtagATCTTTGAGGCTCCTTCTAAAGTTGTCATTGG
I F E A P S K V V I G
+551 CCTTGAACGTCTTATGCTTGAAGCATCTAGCTTCGACTTCCGTGTTCGTT
L E R L M L E A S S F D F R V R
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+601 ACCCGCAAAAACACCTCATTAAACTTGTCAAGAACGGTGGAATTCAACGT
Y P Q K H L I KLV KNGTGTIOQR
+651 GACGTTGCAGAAGTTGCGTATCAAGTCATGATAAATCTCTATCGAACATT
D VA EVA AYOQVMTINIULTYTZRTTF
+701 CGCCCCCCTCAAGCAAACTTGTTCTACCATGTCTTTTGCTTGTGTAGAAC
A P L K QTTCSTMS ST FA AT CV E
+751 TGGCGACATTAATTTGTGAGAAGCAAAAGGGTTGGAGAGGCCCAAGCTAT
L AT UL I CEZ K Q K G WU R G P S Y
+801 AAAAAGTGGTGGACTAGTCGTTCGGAAATTGTGGAAACAATGTTGGATCT
K K W W T S R S E I VETMTLTD L
+851 ATTAGATCTTTACACGCATTACCAGAAGCAGTCTATCGTTGGTCCTTTAC
L DL Y T HZYOQQZ KOQJSTI VG P L
+901 ACAATATCGAGAAATTCATAGGTATCCGAATTAAGATCAATCAAGAGCTG
H N I E K F I G I R I K INIOQTE L
+951 GAGGAGAAGAGATTACCAAGACACACGGAACACCACGAAGCACCACGAAA
E E KR L P RHTEUHUHTEU AUZPT RN
+1001 TAATGGGGTGCGACACCCTCCCAACACTCCTGTTACACCAGCCAGCCCAG
N GV R HP P NTU®PV TP A S P
+1051 CAGACTTACGATTTAATGGCCATGTTGCATCACCAGCAAACCAGAGCCCC
A DLRT FNTGUHV VA ASTZPA ANI GQS P
+1101 AAATCGGTAAGTTCAGGTTCGAAACCACCCACGGGTATTCGTGGTCAGAG
KS V S S G S K P PTG I R G Q S
+1151 TGGTACGGTACGTTATATGTTGGATGTGGTTACAGCCAAGAATGAGAGAG
G T VRYMTUILDV VT AZ KNTE R
+1201 ACATAGTCGACACATACTTTCAAGATGAATATGAGGGATATGAAGTGGAA
D I V DT Y F QDETZYTETGTYTZEV E
+1251 GTAGAAGAGGCGGTACCTGTTGAACCAATACCCACCCACCATACTCCGAG
V EEAV PV EPTI PTUHUHTP R
+1301 AGAACCACATCATGGACGACATCATGGGCATGGACACGGACACGGACACG
E P H HGRHUHGUHGUHGUH G H
+1351 GGCATGGGCATGGGCATGGGCATGGACATGGACGAGATTATCGACACTTT
G H G H G H G H G H G RD Y RHF
+1401 AACAAACGAATGCGAAGATGA
N K R M R R -
+1422 TGAAAATCCCAAAATCAACTCATTATCAGAGAATCTAGTACGGCGTTTGG
+1472 TTACGGGGGGGGAGGGGTATCTTCAAAAGATCAATGCATAATAGGAGTCT
+1522 TAAGGATGCTTCATGGGAGGTTTTGGGAGTTATCGGGAGCGAAAAGGAAG
+1572 ATACCAACTTATTATATATAGTAGGTAGATGTATATTTAAAAGAGCAATA
+1622 AGGAACCAACGACTGTAGAATTCTATCATAACTTCATTGAATGACTAATG
+1672 ATGGATCTGGGTTTTTCATACAGTTAAAGTTCCAGTTATAGTTACGATTG

Y A4
+1722 TAGCGATTGTTATGATGACTATTGAAGACAAATAAATGAATAAATTAATT
+1772 ATTGACTTTTCACTGATTGACTATATGGTTTACCTAGTATGTTAG

Figura 16.11
Secuencia de nucleétidos perteneciente a la regién gendmica que contiene al gen Bde2.

Como se observa, la regién estructural del gen Bde2 consta de tres exones de 212, de 211 y

de 900 nucleétidos, respectivamente, separados por dos intrones de 48 y 47 nucleétidos, respectiva-

mente, localizados entre las posiciones 199-260 el primero de ellos y 473-518, el segundo. El pro-



Reoseellados

cesamiento de estos intrones determina una fase de lectura de 1.326 nucleétidos, incluido el codén

de terminacidn, que codifica una proteina deducida de 441 aminodcidos.
16.5. Anilisis de la regién promotora

La secuencia promotora del gen Bde2 presenta cajas TATA (posiciones -669 a -666 y -550 a 551)
y CAAT (posiciones -2 a +2, -13 a -10, -20 a -17) implicadas en el control de la transcripcién en
organismos eucaridticos de forma general. Un andlisis de motivos de unién de posible factores regu-
ladores especificos en la regién promotora utilizando el programa Matlnspector (Cartharius ez 4l.,
2005) permite identificar, ademds, los motivos que se presentan en la tabla 16.1. Los resultados de

las familias de factores de transcripcién localizadas se muestran en la tabla 16.1 .

RNA polymerase II transcription factor II B -1294 (-) 1.000 | ccgCGCC

Yeast mating factors -1135 (-) 0.977 | tcATGTagatg

Yeast activator of glycolytic genes -948 (-) 0.933 | ctCTTCcaagtattttc

Aspergillus| Neurospora-activ. of genes indu- -825 (-) 0.994 | TATCtcg

ced by Nitrogen

Aspergillus spore/developmental regulator -679 (-) 0.937 | atatatCAT Tccatc

Core promoter initiator elements -678 (-) 0.942 | taTCATtccat

Pheromone response elements -650 (-) 0.965 | agctgaAACAagc

Metal regulatory element factors -648 (+) 0.937 | tegtttcaGCTGagg

Yeast activator of glycolytic genes -645 (-) 0.927 | atCTTCctcagctgaaa

TR-Box interaction -630 (+) 0.860 | agatgtCCTTgttgatgtc

Yeast activator of glycolytic genes -617 (-) 0.831 | caacttcaGCCGggaca

Vertebrate TATA binding protein factor -564 (-) 0.938 | tactaTAAAgcggcttt

Yeast activator of glycolytic genes -537 (+) 0.814 | tacattttACCGatgtt

Yeast activator of glycolytic genes -518 (+) 0.927 | atCTTCctctgtgcgge

Yeast GAL4 factor -388 (-) 0.773 | ctgCGGCattcaataatacgaggtt

Fungal GATA binding factors -230 (-) 0.896 | gcGATAatctg

Aspergillus cell pattern formation -225 (+) 0.972 | tatCGCGagtt

General transcription factor IID, GTF2D -136 (+) 0.695 | aaaatccaaggcaaacctacaccaga-
gactGACGggaag

Core promoter motif ten elements -101 (+) 0.883 | gaAGCCgaacgtagatgcgag

Yeast stress response elements 79 () 0.980 | caAGGGggc

Fungal GATA binding factors 28 (- 0.895 | ttGATAaagta

Aspergillus! Neurospora-activ. of genes indu- 23 (+) 0.994 | TATCaat

ced by Nitrogen

Tabla 16.1.

Resultados obtenidos con el Matlnspector al buscar dominios de unién en la regién promotora. Los primeros cuatro

motivos se localizan en posiciones no incluidas en la secuencia que se presenta en la Figura 16.11
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16.6. La regiéon 3’ flanqueante

El andlisis de la regién 3" flanqueante mostré dos secuencias consenso de sefial de poliadenilacién,
AATAAA, la cual se presenta en la mayoria de los genes de organismos eucariotas (Proudfoot y
Brownlee, 1976), localizadas en el gen Bde2 entre la posiciones 1751-1756, la primera de ellas y
1759-1764, la segunda de ellas. Cabe resenar que las dos secuencias se encuentran muy préximas

entre si.
16.7. La proteina deducida

La fase abierta de lectura del gen Bde2 codifica una proteina deducida de 441 aminodcidos, un peso
molecular de 49.950,8 y un punto isoeléctrico teérico de 9,03. En la tabla 16.11 se puede ver la com-

posicién aminoacidica de la proteina.

Aminodcido cantidad % Aminodcido cantidad %
Ala (A) 32 7,3 % Leu (L) 28 6,4 %
Arg (R) 29 6,7 % Lys (K) 25 5,7%
Asn (N) 15 3,4 % Met (M) 109 2,1%
Asp (D) 18 4,1 % Phe (F) 15 3,4%
Cys (C) 6 1,4 % Pro (P) 30 6.9 %
Gln (Q) 20 4,6 % Ser (S) 22 5,0 %
Glu (E) 28 6,4 % Thr (T) 28 6,4 %
Gly (G) 28 6.4 % Tip (W) 4 0,9 %
His (H) 31 7,1 % Tyr (Y) 15 3,4 %

Ile (I) 24 5,5 % Val (V) 29 6,7 %
Tabla 16.11

Resumen de la composicién de aminodcidos de la proteina codificada por el gen Bde2.

Se analizd, utilizando diversas herramientas bioinformaticas, la secuencia deducida de la pro-
teina codificada por el gen Bde2 para determinar la presencia o no en la misma de posibles dominios
funcionales que pudieran proporcionar informacién sobre la funcién de la proteina. Asi, en primer
lugar se envié la secuencia deducida para su comparacién con la base de datos InterProScan a tra-
vés del servidor Expasy. Los resultados generados indicaron una elevada homologia con el dominio
PTHR10026 (Evalor: 3.8e-81) y, ya en menor medida, con otros dominios funcionales o motivos

descritos en proteinas de tipo ciclina y depositados en diferentes bases de datos (ver Tabla 16.11I). El



motivo PTHR10026 forma también parte del dominio InterPro IPR0O15429, caracteristico de cicli-
nas implicadas en regulacién de la transcripcién. La presencia de estos motivos permitio denominar

la proteina derivada del gen Bde2 como Bozrytis cinerea Transcription-related Cyclin 1 (BCTC1)

Base de datos Dominio Descripcién Pos.In. Pos. Fin. E-value IPR Dominio

HMMPanther PTHR10026 CYCLIN 54 406 3.8e-81 IPRO15429 Transcrip. regulator cyclin
HMMSmart SMO00385 CYCLIN 60 159 4.6e-11 IPR0O06670 Cyclin

HMMPfam PF00134 Cyclin_N 59 166 9e-06 IPR0O06671 Cyclin, N-terminal
superfamily SSF47954 Cyclin-like 9 167 2.2e-27 IPRO11028 Cyclin-like

superfamily SSF47954 Cyclin-like 166 261 0.02 IPRO11028 Cyclin-like

Gene3D G3DSA:1.10.472.10 | no description 26 182 1.1e-12 IPRO13763 Cyclin-related

Tabla 16.111

Comparacién de posibles dominios funcionales en diversas bases de datos.

Cuando se analiza la secuencia de interés a través del servidor del NCBI tratando igualmente
de identificar dominios funcionales conservados en la proteina es posible identificar una regién de
homologia con tres dominios funcionales que presentan motivos conservados caracteristicos de ci-
clinas. El programa CDD del NCBI detecta la existencia de un dominio denominado “Cyclin box
fold” (Cd00043), dominio de unién a proteina que actda en el ciclo celular y control de transcrip-
cién, localizado entre las posiciones de aminodcidos 50 y 131, un dominio “ciclina” (Smart000385)
presente en ciclinas, TFIIB y retinoblastomas entre las posiciones 60 y 131, y un dominio CCLI
(COG5333) localizado entre las posiciones, 55 y 236 de la proteina BCTCI . Es este tercer domi-
nio, COG5333, aquél con el que se detecta una mayor homologfa (e-valor de 5e-12). Se trata de
un dominio que estd presente en kinasas activadoras de Cdks (CAK), en factores de iniciacién de
la transcripcién de la RNA polimerasa II y en factores de reparacién por escisién de nucledtidos
(TFIIH/TFIIK), actuando asi en control de divisién celular y separacién de cromosomas, en con-
trol de transcripcidn, en replicacién de DNA, recombinacién y reparacién.

El andlisis bioinformdtico de la secuencia proteica deducida mediante diversas herramientas
como WoLFPSORT, pSORT, TMpred o PredictProtein, nos indica que la proteina carece de pép-
tido senal y de senal de localizacién mitocondrial y que no posee dominios transmembrana (por lo
que no debe estar anclada a ningtn orgdnulo subcelular).

Teniendo en cuenta la informacién derivada del andlisis bioinformatico llevado a cabo es

posible proponer que BCTCI es una proteina de tipo ciclina, quizds una ciclina relacionada con
la regulacién de la transcripcién (dado que se identifica la regién de homologia con el dominio

IPR015249 en la secuencia deducida). Decidimos entonces profundizar en la caracterizacién bioin-
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formdtica de la misma tratando de identificar secuencias homdélogas previamente descritas mediante

el uso de BLASTP a través del servidor del NCBI. La Tabla 16.IV muestra los resultados obtenidos.

ref]XP_001590935.1| | hypothetical protein SS1G_07559 [Sclerotinia sclerotiorum 1980] 707 0.0

ref]XP_001558382.1| | hypothetical protein BC1G_03046 [Botryotinia fuckeliana B05.10] 612 5e-173
gb|EEH03756.1| C-type cyclin [Ajellomyces capsulatus G186AR] 356 4e-96
gb|EEH38574.1| C-type cyclin [Paracoccidioides brasiliensis Pb01] 352 7e-95
ref]XP_750450.1 cyclin [Aspergillus fumigatus Af293] 348 le-93
gb|EEQ71727.1] cyclin [Ajellomyces dermatitidis SLH14081] 347 2¢-93
gb|EDP56037.1| cyclin, putative [Aspergillus fumigatus A1163] 347 3e-93
ref]XP_001264964.1| | cyclin, putative [Neosartorya fischeri NRRL 181] 345 8e-93
ref]XP_001269458.1| | cyclin, putative [Aspergillus clavatus NRRL 1] 338 1e-90
¢b|EED15036.1] cyclin, putative [ Zzlaromyces stipitatus ATCC 10500] 334 2e-89
gb|EEQ32541.1] C-type cyclin [Microsporum canis CBS 113480] 330 4e-88
ref]XP_002149202.1]| | cyclin, putative [Penicillium marneffei ATCC 18224] 328 le-87
emb|CAP98454.1| Pc22g11660 [Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255] 325 le-86
ref]XP_001935256.1| | C-type cyclin [Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP] 321 2e-85
gb|[EEH45919.1| C-type cyclin [Paracoccidioides brasiliensis Pb18] 280 4e-73
gb|ABK27196.1| C-type cyclin [Epichloe festucael 256 8e-66
ref]XP_002173275.1| | cyclin Ctk2 [Schizosaccharomyces japonicus yFS275] 150 2e-34
sp|O59748.1| CTK2_SCHPO cyclin Ctk2 [Schizosaccharomyces pombe] 128 8e-29
ref]XP_002200602.1| | PREDICTED: cyclin K [ Zaeniopygia guttata) 95.5 7e-18
ref]XP_855304.1] PREDICTED: similar to cyclin K [Canis familiaris) 95.1 le-17
ref]XP_001925553.1| | PREDICTED: similar to cyclin K [Sus scrofal 94.7 le-17
ref]NP_001092872.1| | cyclin K isoform 1 [Homo sapiens) 94.4 le-17
ref|NP_033962.2| cyclin K [Mus musculus) 94.4 le-17
ref|XP_609221.4| PREDICTED: similar to cyclin K [Bos taurus) 94.4 2e-17
ref]XP_001476561.1| | PREDICTED: similar to cyclin K [Mus musculus) 94.4 2e-17
ref]NP_001072323.1| | cyclin K [Xenopus (Silurana) tropicalis) 94.0 2e-17
ref]NP_001026380.1| | cyclin K [Gallus gallus] 94.0 2e-17
ref]NP_001103142.1| | cyclin K [Rattus norvegicus) 94.0 2e-17
sp|075909.2] CCNK_HUMAN cyclin K [Homo sapiens) 94.4 le-18
ref]XP_001515372.1| | PREDICTED: similar to cyclin K, partial [Ornithorhynchus anatinus| | 92.4 Ge-17
sp|O88874.2| CCNK_MOUSE cyclin K [Mus musculus] 92.0 7e-18
ref|NP_003849.2| cyclin K isoform 2 [Homo sapiens] 92.0 7e-17
pdb[2I53|A Chain A, Crystal Structure Of Cyclin K 89.7 2e-18
ref]XP_697908.2| PREDICTED: cyclin K [Danio rerio) 86.3 4e-15
ref]XP_001195649.1| | PREDICTED: similar to Cyclin K [Strongylocentrotus purpuratus) 85.9 6e-15

Tabla 16.IV

. Resutados obtenidos en diversas bases de datos utilizando el algoritmo pBLAST cuando se analiza la secuencia de aminodcidos
de la proteina codificada por el gen Bde2, tratando de identificar secuencias homdlogas.




Las homologias mds elevadas, con un e-valor de 1e-100/1e-60, corresponden a proteinas
ciclinas de tipo C de hongos. En todos los casos son proteinas anotadas derivadas de proyectos
de secuenciacién de genomas completos de hongos. La informacién sobre su posible estructura y
funcién ha sido generada también mediante anélisis bioinformdtico y en ninguna de las secuencias
detectadas se encuentran referencias a evidencias experimentales directas sobre la actividad de las
mismas. Todas ellas incluyen la regién de homologia correspondiente al dominio CCL1 identifi-
cado en nuestro andlisis de dominios conservados de la proteina codificada por el gen Bde2. Con
niveles de homologia inferiores (e-valor de aproximadamente 1e-30) se detectan dos proteinas de
tipo CTK de S. pombey S. japonicusy con niveles de homologia atin inferiores (e-values entre 1e-20
y le-10) se identifican proteinas de tipo ciclina K de distintas especies de eucariotas superiores. En
estos dos tltimos casos si se dispone de evidencias experimentales directas de la actividad de este
tipo de ciclinas. La subunidad ctk2 forma parte del complejo CTDK-I de S. pombe. Constituye la
subunidad ciclina de este complejo, el cual hiperfosforila el dominio carboxilo terminal (CTD) de
la subunidad mayor de la RNA pol I, modulando asi su actividad. Estd implicado el complejo en la
regulacién de la trancripcién (elongacién) y en el procesamiento del extremo 3’ del RNA mensajero
(Karagiannis and Balasubramanian, 2007). La ciclina K en humanos estd asociada a la RNA pol II
y posee actividad kinasa activadora de kinasas dependientes de ciclina y actividad kinasa carboxilo-
terminal que modula la actividad de la RNA pol II (Edwards ez al., 1998).

El hecho de que la proteina BCTC1 presente una homologia a ciclinas reguladoras de la
transcripcién, en especial para las familias de ciclinas tipo C y tipo K, nos motivé para buscar mo-
tivos especificos de este tipo de proteina que se hubieran caracterizado previamente (Cooper ez 4.,
1997; Kuchin ez al., 1995). Uno de estos motivos, “cyclin box fold”, ya fue detectado previamente
cuando utilizamos el CDD del NCBI (Marchler-Bauer et 4/., 2007). Las motivos PEST, también
caracteristicos de estas proteinas, son regiones hidrofilicas de mds de 12 aminodcidos con una alta
concentracién de Prolina, Glutdmico, Serina y Treonina. Para encontrar estos motivos utilizamos el
algoritmo epestfind (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/epestfind) que nos propuso 4
posibles regiones poco relevantes, al no obtener ninguna de ella un valor PEST mayor de 5.0 (valor
minimo para considerar la region de interés biologico). Tampoco se hallaron ningin motivo “des-
truction box” al buscar manualmente las secuencias RQKL y RXXQX L. La figura 16.12 muestra

graficamente la posicién de estas caracteristicas.




Analisis y caracterizacion de genes de B. cinerea inducidos in planta

David Benito Pescador

L
il MAPAPEPTQVIPTGPHPSFIQVAKPYMFQQHVNTKLMIIGANPTREDQFR

51 LOGVTWINDVRVALQLPVRTFCTAATYFHRFRLAHKDTEYQYQDAAAAAL

1 ——
101 LTACKIEDTLKKSKDIICAAHNLKHSAAEHLSSDDTIFEAPSKVVIGLER

151 LMLEASSFDFRVRYPQKHLIKLVKNGGIQRDVAEVAYQVMINLYRTFAPL

201 KQTCSTMSFACVELATLICEKQKGWRGPSYKKWWTSRSEIVETMLDLLDL

251 YTHYQKQSIVGPLHNIEKFIGIRIKINQELEEKRLPRHTEHHEAPRNNGV

301 RHPPNTPVTPASPADLREFNGHVASPANQSPKSVSSGSKPPTGIRGQSGTV
351 RYMLDVVTAKNERDIVDTYFQDEYEGYEVEVEEAVPVEPIPTHHTPREPH
401 HGRHHGHGHGHGHGHGHGHGHGHGRDYRHFNKRMRR —

Figura 16.12
Secuencia proteica de la proteina BCTCI con los posibles dominios o motivos detectados. Dominio “cyclin box fold
en rojo (Cd00043), dominio CAK en amarillo (CCL1) y motivos PEST (poco relevantes) en verde.

La figura 16.13 muestra un 4rbol filogenético construido sobre el alineamiento de la se-
cuencia de la proteina Bde2 con secuencias de tipo ciclinas-C y con secuencias de tipo ciclinas-K

representativas.

Homo sapiens K

— Mus musculus K

Yeast Cyclin CCL1

N

Schizos omyces pombe Ctk2

[ Bde2 cDNA GMD Copy - translation
Scleorotinia sclerotiorum

Neurospora crassa

Epichloe festucae C-type

0.3

Figura 16.13
Andlisis de similitud de secuencias de tipo ciclias-C y de tipo ciclinas-K repre-
sentativas y la proteina deducida codificada por el gen Bde2.




17. Analisis funcional del gen Bde2

17.1. Disefio Experimental

Al igual que el gen Bde47A, el gen Bde2 fue aislado en el curso del andlisis del patrén de expresién
de B. cinerea durante su interaccién con plantas de tomate en comparacién con su patrén de ex-
presién durante su crecimiento saprofitico. Este gen parece expresarse diferencialmente in planta y
en particular durante la fase de formacién de lesiones dispersivas y maceracién del tejido infectado
(Benito ez al. 1996). Para examinar el papel de este gen en el proceso de infeccién de B. cinerea se ha
disenado una estrategia de obtencién de mutantes alterados especificamente en el mismo mediante
reemplazamiento génico sobre los que valorar posibles alteraciones en relacién con la cepa silvestre
en cuanto su capacidad de infeccién de la planta huésped y en su caso en relacién con posibles alte-

raciones durante el crecimiento saprofitico.
17.2. Construccién de los pldsmidos utilizados

Para la construcciéon del vector de transformacién pBPC5 se disefié una estrategia basada en la
utilizacién de fragmentos de DNA flanqueantes del gen diana de tamano menor o igual a 1 kb, ya
que hemos podido comprobar experimentalmente que la utilizacién de fragmentos de estos tama-
fios, aunque genera una eficiencia de transformacién menor, resulta en una mayor proporcién de
mutantes por reemplazamiento génico auténticos.

En el pldsmido pBPC-5, el fragmento Hindlll-EcoRI, de 1.809 nucleétidos y que incluye
toda la regién codificante del gen Bde2 y parte de sus regiones 5’ y 3’, fue reemplazado por la fusién
génica indicada en la Figura 17.1, quedando como secuencias flanqueantes al fragmento reempla-
zado en el vector construido finalmente un fragmento de 590 nucleétidos en su extremo 5’ y un
fragmento de 1.031 nucledtidos en su extremo 3’. El pldsmido porta como marcador seleccionable
el gen bacteriano hph, codificador de la enzima higromicina fosfotransferasa que confiere resistencia
al antibi6tico higromicina. Para su expresion eficiente en B. cinerea el gen hph ha sido fusionado al
promotor del gen oliC de Aspergillus nidulans y al terminador del gen trpC de A. nidulans (Ward
1991). La fusién resultante, clonada en pUC18, fue cedida amablemente por el Dr. M. Ward (Ge-

necord International, South San Francisco, California).
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Para la construccién del vector de transformacién pBPCS5 se digiri6 el pldsmido p2-7 con las
enzimas de restriccién EcoRI-Xhol y se purifico la regién terminadora del gen como un fragmento

de 1.031 pares de nucledtidos. Del plasmido pOHT se extrajo el casete de resistencia a higromicina
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Figura 17.1

Esquema de la estrategia de clonacién para la obtencién de pBPC-5.



como un fragmento de 4.654 pares de nucleétidos con extremos HindlIll y EcoRI. En paralelo se
digiri6 el vector pBlueScript SK con las enzimas de restriccién HindIIl y Xhol. Los tres fragmentos
obtenidos se ligaron generdndose el plasmido pBPC1 de 6.625 pares de nucledtidos.

El plésmido pBPCI1 se digiri6 con las enzimas de restriccion Xhol-HindIIl y se obtuvo el
fragmento cassete de resistencia a higromicina-terminador Bde2 de 3.685 pares de nucleétidos.
El fragmento de la regién promotora, de 590 pares de bases, se obtuvo mediante la digestién del
pldsmido p2-5 con las enzimas de restriccién Sacl y HindIIl. Al mismo tiempo se digiri6 el vector
pBlueScript SK con las enzimas Sacl y Xhol. Los tres fragmentos se ligaron dando lugar al plismido

pBPC5 de 7.137 pares de nucleétidos. Se purific6 DNA del mismo a gran escala.
17.3. Transformacion de la cepa B05.10 de B. cinerea.

Se realizaron varios experimentos de transformacién de la cepa B05.10 de B. cinerea siguiendo los
procedimientos experimentales descritos en el apartado 11.6.c de la seccién Materiales y Métodos.
En estos experimentos se utilizd como DNA transformante el plasmido pBPC5, bien linearizado
bien en forma circular. En cada experimento de transformacién se realizé en paralelo una transfor-
macién control sin anadir DNA.

De dos a tres dias después de que se sembrara la mezcla de transformacién en placas de me-
dio selectivo los transformantes, ficilmente visibles emergiendo de la cobertera, fueron transferidos
individualmente a placas frescas de medio SH suplementado con 100 pg/ml de higromicina para
confirmar su naturaleza transformante. Se seleccionaron un total de 76 transformantes. Las placas
se incubaron a temperatura ambiente hasta que la colonia en crecimiento alcanzé el borde de la pla-
ca petri. Se transfirieron entonces pequenos bloques de agar del borde de la colonia en crecimiento
a una nueva placa de medio selectivo. Debido a la naturaleza multinuclear de B. cinerea se realizaron
réplicas sucesivas (4-6) para enriquecer las hifas con nicleos transformados. Finalmente, se extrajo

DNA del micelio aéreo desarrollado en placa para el andlisis y seleccién de los transformantes.
17.4. Seleccién de candidatos mediante PCR

Para identificar aquellos transformantes en los que pudiese haber tenido lugar una transformacién
integrativa que hubiese determinado el reemplazamiento génico del gen Bde2, se disefié una es-

trategia rdpida de andlisis de los transformantes basada en la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR).
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Mediante esta estrategia se trata de determinar si en el genoma de los transformantes existe
0 no una copia intacta del alelo silvestre del gen que se desea eliminar, en nuestro caso el gen Bde2.

Para ello se disenaron 3 parejas de oligonucledtidos (ver Figura 17.2):

* BC-CYC-1 (5-CTACACGCGAGGATCAG-3’) y BC-CYC-2 (5’- ACGGAAGTCGA-
AGCTAG-3’) que permiten amplificar un fragmento de 451 nucleétidos de la region
codificante del gen Bde2, presente en la cepa tipo silvestre y que ha sido eliminada en el
alelo del gen Bde2 que ha sido clonado en el vector de reemplazamiento génico. La ampli-
ficacién o no amplificacion de este fragmento permite determinar la presencia o ausencia
del alelo silvestre del gen Bde2 en los transformantes analizados.

* OLICpromlc (5-CCACTTAGTGGCACGTCGCG-3’) y CYCterm3r (5’-CCCTG-
TACTGCGTCACTTTGG-3’) que permiten amplificar un fragmento de 1.269 nucled-
tidos solamente en el caso de que se haya producido un evento de recombinacién homé-
loga en el fragmento flanqueante 3’ del gen Bde2 clonado en el plismido BPC5.

* CYCprom3 (5’-GGTAATGGGCGCCATGTTGG-3’) y HPH2 (5-GCCGATAGTG-
GAAACCGACG-3’) que permiten amplificar un fragmento de 1.452 nucleétidos sola-
mente cuando se haya producido un evento de recombinacién homéloga en el fragmento
flanqueante 5 del gen Bde2 clonado en el plismido BPC5.

Debido al elevado niimero de transformantes a analizar se empleé un método de extraccién
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Figura 17.2
A: Organizacion del locus Bde?2 tipo silvestre.
B: Organizacién esperada del locus Bde2 en un mutante por reemplazamiento génico obtenido con el pldsmido

pBPC5.




de ADN répido y sencillo que proporciona pequenas cantidades de ADN pero de calidad suficiente
para su empleo como molde en reacciones de PCR. Este método estd basado en la utilizacién de
micelio aéreo obtenido directamente de las placas sobre las que se cultivan los transformantes (apar-
tado 10.1.a.2 de Materiales y Métodos).

Para el andlisis de los transformantes procedentes de la transformacién con pBPC-5 se rea-
lizaron reacciones de PCR utilizando como molde ADN genémico de cada transformante e inclu-
yendo los oligonucledtidos que amplifican, en su caso, el fragmento de la regién codificadora del
gen Bde2 (BC-CYC-1y BC-CYC-2) y los oligonucledtidos que permiten identificar los fragmentos
caracteristicos originados si ocurre un evento de reemplazamiento génico (OLICpromlcy CYCrer-
m3r; CYCprom3 y HPH2).

La Figura 17.3 muestra los resultados obtenidos sobre una muestra representativa de trans-
formantes analizados que muestran alguna de las bandas diagnésticas. En algunos transformantes
se detecta sélo la banda indicativa de recombinacién homdéloga en el extremo 5’ flanqueante (por
ejemplo, en los transformantes nimero 4 y 27). En otros se detecta Gnicamente la banda diag-
néstica de un evento de recombinacién homéloga en la region flanqueante 3’ (por ejemplo, en
los transformantes nimero 24 y 25). En la mayor parte de los casos se detectan simultineamente
ambos fragmentos (transformantes nimero 2, 3, 6, 8, 9, 12, 16, 21, 23, 28, 32). Estos tltimos son
transformantes en los que se han producido dos eventos de recombinacién homéloga en ambas
regiones flanqueantes y en los que, por lo tanto, el alelo silvestre del gen Bde2 ha sido eliminado por
reemplazamiento génico. Para determinar que son mutantes en el gen Bde2 habria que confirmar
que el alelo silvestre ha sido eliminado y que el alelo mutante se encuentra en homocariosis. Des-
afortunadamente, en todos los transformantes analizados se detecté mediante PCR el fragmento
de ADN correspondiente al alelo silvestre del gen Bde2. Estos resultados indican que, aunque se
ha producido reemplazamiento del gen Bde2, no existen transformantes portadores de la mutacién
en homocariosis y por tanto no ha tenido lugar la eliminacién completa de la copia residente del
gen Bde2. En total se han analizado de esta manera 76 transformantes primarios.De éstos, 16 re-
sultaron de integracién en el extremo 3’y 1 de integracién en el extremo 5°. Se obtubieron ademds
21 candidatos en la que se detecto reemplazamiento génico y 28 transformantes ectdpicos. Los 21
posibles candidatos, que habian sufrido el evento de doble recombinacidn, se estudiaron més pro-

fundamente.
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Figura 17.3

Anilisis mediante PCR de transformantes primarios obtenidos con el pldsmido pBPC5. Se utilizaron las combinacio-
nes de cebadores que permiten amplificar un fragmento de la regién codificante del gen Bde2, el fragmento diagnos-
tico de recombinacion en el extremo 5’ flanqueante o el fragmento diagnéstico de recombinacién en el extremo 3’

flanqueante.

17.5. Purificacién de cultivos monospéricos

Para tratar de favorecer la aparicién en homocariosis del alelo mutante se seleccionaron los 21 trans-
formantes primarios en los que el alelo mutante aparecia en heterocariosis y se purificaron cultivos
monospdricos de cada uno de ellos. En cada caso se sembraron en placas petri con medio MEA 100

esporas de cada transformante individual. Transcurridas 24 horas se transfirieron de forma indivi-

dualizada, con ayuda de una aguja enmangada y en la lupa, esporas ya germinadas a placas de medio
MEA suplementado con 100 pg/mL de higromicina. Las esporas generaron colonias que fueron

transferidas a placas frescas de medio selectivo a partir del borde de crecimiento de las mismas. El



proceso se repitié durante cuatro ciclos de réplica sucesivos. Finalmente se recogieron esporas de
cada cepa monospdrica que se conservaron como cultivos independientes. De cada transformante
candidato se conservaron individualmente tres cultivos monospéricos diferentes derivados cada uno
de ellos de una espora tnica.

Una vez realizada la purificacién de cultivos monospéricos se selecciond una cepa derivada
de cada transformante primario identificado previamente como portador del alelo mutante en hete-
rocariosis. Se extrajo DNA de cada uno de ellos y se llevé a cabo el andlisis de las cepas seleccionadas
mediante PCR. La figura 17.4 muestra los resultados obtenidos con una muestra representativa
de los transformantes seleccionados y ya purificados como cultivos monospéricos. En ninguno de
los 21 transformantes analizados fue posible detectar la copia del alelo mutante del gen Bde2 en
homocariosis. A pesar de amplificarse en todos ellos las dos bandas diagndsticas de recombinacién
en uno y toro extremo flanqueante del gen Bde2, también en todos ellos se amplifica la banda co-
rresondiente al alelo silvestre.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el gen Bde47 en este trabajo, los resultados
obtenidos por nuestro propio grupo
y por otros colaboradores durante el
curso de la obtencién y aislamiento de
mutantes en genes diversos utilizando Bde2
una aproximacién de reemplazamien-
to génico similar a la considerada
ahora, creemos que la imposibilidad

de generar mutantes en el gen Bde2

nos estd indicando que el producto  extremo 5’
codificado es esencial para la supervi-
vencia del organismo.
extremo 3’
Figura 17.4

Andlisis mediante PCR de cultivos monospéricos derivados de
transformantes primarios portadores del alelo mutante en heteroci-
gosis.






ODiscecicore

Teniendo en cuenta nuestras limitaciones como seres humanos y aceptando que la obra del hombre
por naturaleza es incompleta y, a veces, defectuosa, debemos de concienciarnos de que los resultados
de un trabajo nunca pueden ser tomados como axiomas o como conclusiones categéricas, y si como
aproximaciones discutibles hacia un modelo universal, o al menos, aceptado y consensuado por la
mayoria de los expertos en ese campo.

En este trabajo nos hemos encontrado con diversas dificultades que no se preveian en un
principio y que se han intentado abordar y superar de la mejor manera posible. Esto, mas que un
inconveniente, se ha considerado como una ventaja, al ofrecer cierto grado de dificultad y de desafio
que han servido de estimulo y que han potenciado la bisqueda de métodos y caminos alternativos
a las estrategias fijadas originalmente, enriqueciendo de alguna manera este trabajo y aumentando
el “Know How” en nuestro laboratorio. Se aprende mds de los errores que de los aciertos, ya que los
éxitos inmediatos nos llevan hacia una falsa sensacién de seguridad.

No con esto intentamos justificar un trabajo que pueda considerarse incompleto, sino que
intentamos darle la categoria que se merece, ya que al ir avanzando en la consecucién de resultados,
nos ddbamos cuenta de que el trabajo requeria de un tiempo y esfuerzo mayor que el previsto en un
principio y que, en consecuencia, no ha podido ser concluido como se esperaba inicialmente. De
todos modos, ;qué investigacién cientifica puede darse por concluida totalmente? Siempre que se
avanza en un campo nuevo surgen nuevas preguntas a responder y nuevos problemas que resolver.
Ahi reside el encanto de la investigacién: intentar aplacar el insaciable hambre de conocimiento del
ser humano.

Dicho esto, queremos dar nuestro punto de vista y justificacién a los resultados obtenidos a
lo largo de estos anos de experimentacién y estudio, siempre abiertos a la critica constructiva y a la

discusién responsable y respetuosa.




18. Eleccion de metodologias

A dia de hoy, puede que algunas de las técnicas utilizadas en este trabajo se consideren anticuadas
u obsoletas, ya que la secuenciacién de genomas completos y la expresién de genes a tiempo real
mediante PCR son las pautas que marcan el estdndar a seguir en el presente. Cabe resefar, en este
aspecto, que el trabajo tuvo su comienzo en 1994 y que empezd a gestarse mds seriamente en 2002,
lo que hace que algunas de las técnicas expuestas fueran la tnica opcién viable o, en su caso, la me-
todologia al alcance de nuestras manos y presupuesto.

Para el estudio de las interacciones planta-patégeno se han usado diversas técnicas experi-
mentales dependiendo si la interaccidon es abordable de una manera directa o indirecta. Entre las
técnicas “directas” tenemos la obtencién de mutantes por mutagénesis o silenciamiento génico, y
entre las técnicas “indirectas” encontramos la expresion diferencial por RT-PCR, hibridacién sus-
tractiva, macroarrays y microarrays.

En un principio, el andlisis diferencial de la expresién génica se ha apoyado en procedimien-
tos de hibridacién. En el andlisis de las interacciones hongo patégeno — planta estos procedimientos
se han utilizado satisfactoriamente en el aislamiento de genes codificantes de estructuras de infec-
cién y genes inducidos durante la patogénesis. Estos procedimientos, laboriosos, lentos y con una
sensibilidad limitada, han sido sustituidos por procedimientos basados en PCR, como el estudio de
la expresién diferencial mediante DDRT-PCR. Este método es mds rdpido y con una sensibilidad
mayor, al estar basado en PCR. Debido a su mayor sensibilidad este método ha permitido el estudio
y andlisis de sistemas donde la cantidad de material bioldgico es escasa, como ocurre en las etapas
tempranas del proceso de infeccién.

Actualmente, existen técnicas mucho mds precisas y modernas que la expresién diferencial
por RT-PCR, pero en el momento de empezar este estudio estd técnica se mostraba como un buen
procedimiento experimental para el andlisis y caracterizacién de los factores y mecanismos de pato-
genicidad de B. cinerea durante su interaccién con tomate.

Esta manera de afrontar la caracterizacién de nuevos genes tiene sus ventajas e inconve-
nientes. Por un lado nos ofrece la oportunidad de identificar factores que no se aprecian de manera
directa y que pueden jugar un papel relevante en el proceso de infeccién, mostrdndose como una

herramienta muy util en el descubrimiento de nuevos genes. Por otro lado, nos encontramos con
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una informacién tan nueva y desconocida que es mds dificil de caracterizar, al no existir estudios o
informacién previa relacionada. Esto hace que en muchos casos el andlisis sea mds laborioso, ya que
no se puede extrapolar informacién de los resultados de otros trabajos cientificos ni comparar las
secuencias obtenidas en bases de datos publicas.

En nuestro caso, los genes que hemos detectado en este trabajo, son los primeros de su tipo
que se describen en hongos, haciendo mds costosa la formulacién de hipétesis de trabajo y la de-
mostracién de las mismas, aunque esto también provoca un enriquecimiento en la generacién de
gran nimero de ideas, explicaciones y soluciones posibles.

Durante el andlisis de la expresién génica diferencial de B. cinerea, se detectaron varias se-
fiales derivadas de genes cuya expresion resulta especificamente inducida, o al menos aumentada in
planta durante la interaccién del hongo con distintos huéspedes lo que hace suponer que los pro-
ductos génicos asociados a estos genes estarn implicados en el proceso de infeccién. En el presente

trabajo se han analizado dos de estas sefiales y sus genes asociados (Bde47A, Bde47B y Bde2).




19. Los genes derivados del cDNA ddB47

19.1. El gen Bemimp1

El gen Bde47A, denominado posteriormente en este trabajo Bemimpl, es el gen que codifica el
RNA mensajero de mayor tamano de los dos RNA mensajeros detectados mediante hibridacién
Northern con el fragmento de “differential display” ddB47. Los resultados obtenidos en esta hi-
bridacién Northern nos presentan una situacién curiosa, dado que un fragmento tnico de DNA,
en este caso de cDNA, permite detectar dos RNA mensajeros distintos. En un principio pudieran
considerarse dos situaciones diferentes para explicar estas observaciones. Primera: existe un tGnico
gen cuya expresion puede dar lugar a dos RNA mensajeros distintos como consecuencia de procesos
de procesamiento alternativo de intrones. Y segunda, existen dos genes diferentes que comparten
similitud al menos en parte de la secuencia que resulta transcrita y que dicha secuencia forma parte
de la secuencia a partir de la cual se ha generado el fragmento ddB47. Los resultados derivados del
andlisis detallado de la secuencia del fragmento de DNA gendémico de B. cinerea detectado e iden-
tificado mediante hibridacién en condiciones altamente restrictivas con la sonda ddB47, el andlisis
de los patrones de hibridacién obtenidos en los experimentos de hibridacién Southern con la mis-
ma sonda y los resultados obtenidos en las hibridaciones Northern llevadas a cabo con distintos
fragmentos de DNA marcados derivados de la secuencia correspondiente a la tinica fase de lectura
abierta identificada en la regién gendmica identificada con el fragmento ddB47, indican que es la
segunda opcién considerada la correcta. Una vez conocida la secuencia del fragmento ddB47, del
gen Bemimpl y del genoma de la cepa B05.10 de B. cinerea en su conjunto es posible proponer que
en el genoma de B. cinerea existen numerosas secuencias caracterizadas por incluir regiones ricas
en los nucleétidos A y G que, al menos en algunos casos, determinan regiones con secuencias tipo
microsatélite. Es posible concluir, ademds, que dos de estas regiones forman parte de la region es-
tructural de dos genes distintos, uno de los cuales es el gen Bemimpl. Aunque ambos genes deben
compartir similitud al menos en una parte de su secuencia de nucleétidos, es necesario indicar que
ambos genes no tienen por qué estar relacionados funcionalmente.

El andlisis del alineamiento de la secuencia del fragmento de cDNA ddB47 y de la copia

genémica del gen codificador del RNA mensajero correspondiente y los experimentos de hibrida-
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cién Northern resultaron particularmente utiles a la hora de identificar y mapear la regién donde se
inicia la transcripcién del gen y la localizacién de la sefal de poliadenilacién. Dado que no existen
secuencias de genes homdlogos a Bemimpl caracterizados funcionalmente en ningtn organismo,
esta informacién ha sido fundamental para identificar la fase de lectura correcta y determinar, por
lo tanto, la secuencia de aminodcidos de la proteina codificada.

El gen Bemimpl fue identificado teniendo en cuenta su patrén de expresion durante su in-
teraccién con tomate. El gen presenta, cComo hemos visto, un patrén de expresion transitoria, con
mdximos de expresién a las 16 hpi, fase de penetracién en el tejido del huésped, a las 72 hpi, fase
de formacién de lesiones dispersivas, y a las 120 hpi, fase de colonizacién y maceracién del tejido
infectado. Estas fases corresponden, en una primera aproximacion, con las fases de crecimiento més
activo del hongo durante la interaccién con el huésped. A las 32 hpi la expresién tiene un nivel bajo,
similar al nivel de expresién durante el crecimiento saprofitico a las 16 horas de cultivo. En esta
fase la planta parece ser capaz de mantener controlado al hongo en la mayor parte de las lesiones
necrético inducidas en los primeros estadios de la interaccién. El crecimiento del hongo en estos
momentos es muy limitado. A las 96 hpi el nivel de expresion de Bemimpl también es bajo, lo cual
resulta ciertamente sorprendente teniendo en cuenta que en esta fase el hongo si estd creciendo
activamente a partir de las pocas lesiones primarias en las que el hongo parece superar las barreras
defensivas de la planta y a partir de las cuales es capaz de colonizar todos los tejidos circundantes
(Benito et al., 1998).

En posible asumir, y en ello se sustenta la aproximacién experimental sobre la que se basa
este trabajo, que un aumento de la expresién de un gen en unas condiciones dadas supone la par-
ticipacién de su producto génico en el proceso analizado en esas condiciones. El andlisis de las
senales de localizacién subcelular en la proteina codificada por el gen Bemimpl y los experimentos
de colocalizacién llevados a cabo con la proteina fusion BCMIMP1-GFP demuestran que, efec-
tivamente, BCMIMP1 es una proteina de localizacién mitocondrial, muy probablemente anclada
en la membrana interna mitocondrial. En una primera aproximacién es posible proponer, por lo
tanto, que en las fases en las que el nivel de expresién de Bemimpl es mayor, esencialmente las fases
de crecimiento mds activo del patégeno in planta, es necesaria una mayor (o mds intensa) actividad
mitocondrial o, al menos, una mayor actividad de algunos componentes mitocondriales, en parti-

cular aquél/aquéllos, de los que forma parte la proteina BCMIMP1.




19.2. El gen Bcmimp1 y su relacion en el metabolismo mitocondrial.

Las mitocondrias son unos orgdnulos eucariotas complejos que juegan un papel crucial en diversos
procesos celulares (Scheffler, 2001), como la produccién de energia (mediante la fosforilacién oxi-
dativa) (Saraste, 1999) y la muerte celular programada. Se componen de una matriz rodeada por dos
membranas, una externa y otra interna, que definen un espacio intermembranal. La mayoria de las
proteinas mitocondriales estin codificadas por el genoma nuclear, siendo el genoma mitocondrial
el encargado de codificar ciertos RNAs y ciertos componentes esenciales de la cadena respiratoria.
La membrana interna contiene proteinas de la cadena respiratoria y una gran cantidad de proteinas
transportadoras y canales de iones, responsables del importante papel que tienen las mitocondrias
en la homeostasis celular. Muchas de estas proteinas atin estdn sin caracterizar, aunque se conside-
ran indispensables para el buen funcionamiento de la actividad mitocondrial. Se considera que las
deficiencias o alteraciones de la actividad de algunas de ellas son causa de la produccién de niveles
anormalmente elevados de especies reactivas de oxigeno (ROS), presentes en un vasto nimero de
procesos patoldgicos y de procesos relacionados con la senescencia (Dufour e a/., 2000; Osiewacz,
2002).

La respiracién mitocondrial se basa en la transferencia de electrones desde el NADH hasta
el oxigeno (aceptor final de electrones) a lo largo de complejos respiratorios que forman parte de
una cadena respiratoria, consistente en tres grandes complejos proteicos embebidos o anclados en la
membrana interna mitocondrial: el complejo I (NADH:ubiquinone oxidoreductasa), el complejo
II (ubiquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa) y el complejo IV (citocromo c oxidasa). Los electrones
fluyen desde el complejo I hasta el complejo I1I a través de la ubiquinona (coenzima Q), y desde el
complejo I1I hasta el complejo IV a través del citocromo c. La ubiquinona difunde libremente en la
membrana interna mitocondrial. Por su parte, el citocromo ¢ es una proteina soluble localizada en
el espacio intermembranal. En cada uno de estos complejos el transporte de electrones estd acoplado
con la translocacién de protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembranal, lo que
genera la fuerza proton motriz que se utiliza para sintetizar finalmente ATP. Los electrones también
son cedidos desde el succinato a la ubiquinona por medio de la succinato deshidrogenasa (complejo
II), embebida igualmente en la membrana interna mitocondrial, pero en este caso la transferen-
cia de electrones no estd acoplada al transporte de protones. Esta cadena respiratoria no funciona
siempre a la perfeccién, y durante su funcionamiento algunos electrones escapan de la cadena, los

cuales pueden provocar dafos en las membranas y componentes mitocondriales, generando estrés
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oxidativo en la célula, como comentaremos mds adelante. Para minimizar estos dafios las células dis-
ponen de mecanismos implicados en la eliminacién de estos radicales libres para atenuar, al menos
parcialmente, los efectos que éstos producen en la mitocondria.

En hongos y plantas, a diferencia de lo que sucede en los sistemas animales, nos encontra-
mos con cadenas respiratorias ramificadas que incluyen diversas NADH deshidrogenasas que utili-
zan como sustrato tanto NADH matricial como NADH citoplasmdtico y enzimas de tipo oxidasa
alternativa que probablemente acepten electrones directamente de la ubiquinona. En algunas espe-
cies de hongos el complejo I estd ausente. A pesar de que estas alternativas al modelo lineal son poco
conservadoras en términos energéticos, aseguran que la transferencia de electrones desde el NADH
ocurra al menos en algtin lugar, permitiendo que la respiracién continte incluso cuando se inhibe
alguno de los componentes principales de la cadena respiratoria. Esto puede ser de vital importan-
cia en hongos que sean patégenos, ya que las respuestas defensivas de la planta estdn enfocadas a la
inhibicién de la transferencia de electrones respiratoria (Joseph-Horne ez 4/., 2001).

La oxidasa alternativa (AOX) actda en paralelo con el complejo III en la oxidacién de la ubi-
quinona y en la reduccién de O, a H O (Moore y Siedow, 1991). La AOX es una proteina codifica-
da nuclearmente y se encuentra en la mayoria de los hongos estudiados, incluido B. cinerea (Joseph-
Horne ez al., 2001). Esta enzima parece tener su expresién regulada por mecanismos complejos. En
un principio se crefa que s6lo se expresaba cuando la ruta principal de oxidacién de la ubiquinona
estaba inhibida (Sherald y Sisler, 1970; Weiss-Berg y Tamm, 1971), pero estudios posteriores in-
dicaron que la AOX estaba inducida por superéxido indiferentemente del estado funcional de la
cadena respiratoria. Se cree que su transcripcion es constitutiva, pero la traduccién y la activacién
ocurren bajo determinadas circunstancias (Yukioka ez 4/., 1998), como el cese del flujo de electro-
nes o niveles elevados de H,O,. El gen codificante de la AOX muestra muy poca similitud en su
secuencia cuando se comparan genes flingicos de esta enzima con genes vegetales. La baja identidad
a nivel de secuencia de aminodcidos puede explicar las diferencias en funcién y regulacién entre
planta y hongos, como la regulacién positiva por piruvato en AOX vegetales y sin efecto en AOX
fungicas. La comparacién de secuencias y andlisis bioquimico encuentra similitudes entre la AOX
y miembros de la familia proteica “R2-type diiron” (diiron carboxylate protein family) (Berthold ez
al., 2000).

Siendo la funcién principal de las mitocondrias la produccién de energia, un aumento de la

expresién de genes codificadores de componentes mitocondriales en fases concretas del desarrollo

del hongo, o del establecimiento de una interaccién con el huésped, bien puede ser indicativa de

una mayor necesidad de actividad mitocondrial durante esas fases para dar satisfaccién a una mayor

demanda de energfa por parte del hongo en esas fases o condiciones particulares.



El gen Bemimp] se expresa in vitro durante el crecimiento saprofitico. Inicialmente fue de-
tectado en muestras derivadas de micelio cultivado iz vitro recogidas después de 16 horas de cultivo
en medio minimo liquido. En esta fase el micelio del hongo es ya micelio maduro, micelio que
se ha ramificado profusamente en fases anteriores y que ahora estd creciendo fundamentalmente
mediante la extensién y elongacién de las hifas. El hecho de que el gen se exprese tanto in planta,
aunque a diferente niveles en las distintas fases, como durante el crecimiento saprofitico, sugiere
que el producto génico codificado forma parte esencial del “ecosistema proteico” de la membrana
interna mitocondrial y que aquél sea necesario para la correcta organizacién o funcionamiento de la
estructura de la que forma parte, la membrana interna mitocondrial y la mitocondria en si misma.

Hemos obtenido evidencias que indican que, al igual que sucede iz planta, durante el creci-
miento saprofitico la expresion del gen Bemimpl tampoco es constitutiva. Como situacién control
en el andlisis de expresién génica diferencial llevado a cabo en un principio se utilizé micelio culti-
vado durante 16 horas en medio minimo liquido y se comprobé que iz planta la expresién del gen
Bemimpl aumenta significativamente en distintas fases de la interaccién en relacién con el nivel
de expresién en aquel micelio. En el anilisis realizado en el curso de la caracterizacién molecular
del transformante que expresa la fusion BCMIMP1-GFP pudimos comprobar que la expresion de
Bemimp1 es mayor en la cepa silvestre B05.10 (aproximadamente 3-4 veces, en funcién de la com-
paracién de las intensidades relativas de las senales de hibridacién) a las 5 horas que a las 16 horas.
Si se hubiera utilizado como situacién control micelio cultivado durante 5 horas en medio minimo
liquido, los niveles de induccién cuantificados 7 planta hubieran sido menores, en particular en
las muestras derivadas de la interaccién a las 16 hpi. A las 72 y las 120 hpi los niveles de induccién
también hubieran sido menores, pero ciertos, siendo vélida, por lo tanto, la observacién de que la
expresion del gen Bemimp] resulta incrementada durante la interaccién con el huésped.

Podemos concluir de los estudios de expresién realizados en este trabajo que la expresién de
Bemimpl estd regulada, tanto durante el crecimiento saprofitico como durante la interaccién con
el huésped, aunque por el momento no disponemos de informacién sobre los factores o estimulos
que modulan su expresién. El andlisis de expresién transitoria que observamos in planta puede ser
un reflejo de las necesidades de actividad mitocondrial (necesidades energéticas) que el hongo expe-
rimenta en las distintas fases del proceso de infeccidn, ya que el nivel de expresién resulta ser mayor
en aquellos momentos o fases en los que cabe anticipar un mayor desarrollo y una mayor tasa de
crecimiento del hongo y unas mayores necesidades de energia. En este contexto no resulta sencillo
integrar la observacién de la caida en los niveles de expresion a las 96 hpi, cuando el hongo se estd

expandiendo activamente a partir de las lesiones dispersivas. No obstante, cabria considerar que la
q
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expresion de Bemimpl podria aumentar en aquellos momentos en los que es necesario producir o
generar nuevas poblaciones de mitocondrias para satisfacer las necesidades energéticas que el hongo
anticipa que va a experimentar en momentos o fases posteriores. Una vez activada la transcripcién,
los RNA mensajeros producidos serdn transcritos para dar lugar a los productos génicos correspon-
dientes en las cantidades que el sistema estime que necesita. Probablemente, con este objeto no sea
necesario mantener de manera permanente una tasa de transcripcién elevada. Un patrén de expre-
sién en forma de “pulsos de expresién” pudiera ser indicativo de la necesidad de génesis de compo-
nentes mitocondriales y de poblaciones de mitocondrias en fases concretas del proceso de infeccién
¥, quizds, del crecimiento del hongo de manera general. Una vez producidas, éstas cumplirdn con su
cometido y la expresién del gen Bemimpl podrd volver a niveles basales hasta que el sistema detecte
la necesidad de producir una nueva poblacién de mitocondrias para satisfacer las necesidades de una
nueva fase de crecimiento activo. Cabe destacar en este contexto que, efectivamente, la expresién
de Bemimpl durante el crecimiento saprofitico es mayor a las 5 horas de cultivo en medio liquido,
durante la germinacién de las esporas y la emision de los tubos germinativos, que a las 16 horas,

cuando el micelio crece por extensién y elongacién de las hifas.

19.3. La proteina BCMIMP1 en la mitocondria

:Qué podemos proponer sobre la funcién de la proteina BCMIMP1? Con frecuencia una primera
fuente de informacién sobre la funcién de un gen y de un producto génico se deriva de la caracteri-
zacion del gen ortélogo llevada a cabo en otro sistema. En nuestro caso esta fuente de informacién
es muy limitada. Mediante un andlisis BLAST se detectan secuencias relacionadas en otros organis-
mos. La mayor parte derivan de hongos, pero en ningtin caso se dispone de informacién funcional
derivada de experimentacién directa. Es decir, el gen correspondiente no ha sido caracterizado fun-
cionalmente en ningan sistema hasta el momento. Los niveles de homologia que se observan con
las secuencias de las proteinas deducidas codificadas por los genes detectados en las distintas especies
de hongos y el hecho de que la homologia se extienda pricticamente a lo largo de toda la longitud
de la proteina sugiere que los genes codificadores correspondientes son realmente ortélogos. Como
reflexiondbamos en la seccién de resultados, nuestro andlisis de similitud de secuencia permite
identificar ademds secuencias similares en algunas especies de bacterias y, en medida muy limitada,

en plantas y animales, pero el estudio detallado de los alineamientos y de la homologia global nos

permite concluir que estas secuencias de origen bacteriano, de plantas y animales no corresponden

a genes ortgolos de Bemimpl. Muy probablemente nuestro andlisis estd identificando proteinas



que muestran una organizacion estructural (en términos de nimero de dominios transmembranales
y de tamano de regiones inter dominios transmembranales) similar, pero no codificadas por genes
ortélogos propiamente dichos. Consideramos, con la informacién acumulada hasta el momento,
que el gen Bemimpl es el gen tipo de una clase de genes exclusiva de hongos, de la cual encontramos
los representantes correspondientes en un buen nimero de especies pertenecientes a los distintos
grupos taxonémicos de hongos y que no ha sido caracterizado previamente.

La proteina BCMIMP1 no presenta dominios caracteristicos de proteinas con actividad
enzimdtica y parece ser una proteina de membrana, localizada en la mitocondria, probablemente
en la membrana interna mitocondrial. Ambos extremos, amino y carboxilo, de la proteina estin
orientados hacia el mismo espacio. Aunque no disponemos de evidencias experimentales directas a
este respecto, es posible proponer que este espacio es el espacio intermembranal. Debemos recordar
que el andlisis de dominios transmembranales propone que ambos extremos estdn orientados en la
misma orientacién, dada la presencia de un ndmero par de dominios transmembranales, y propone
que es hacia el interior del espacio delimitado por una membrana. Pero en el caso de la membrana
interna mitocondrial se trata de una membrana que delimita un espacio, la matriz mitocondrial,
dentro otra membrana, la membrana externa mitocondrial que aisla el orgdnulo del exterior. En
este caso el “interior” deberfa corresponder al espacio intermembranal, espacio hacia el que se orien-
tan la mayor parte de los complejos proteicos anclados en la membrana interna mitocondrial, como
por ejemplo los complejos de la cadena de transporte de electrones.

Por otra parte, una caracteristica de la proteina BCMIMP]I a tener muy en cuenta en re-
lacién con la determinacién de su posible funcién es la naturaleza dcida de la regién terminal del
extremo carboxilo de la proteina. Los extremos carboxi-terminales de naturaleza dcida de ciertas
proteinas parecen tener un papel importante en el establecimiento de interacciones proteina-protei-
na (Kong y Richardson, 1998; Ohkuma ez 4/., 1995). La modificacién de este extremo pudiera ser
suficiente para determinar la pérdida de funcién de BCMIMP1, lo que permitiria dar explicacién
al fenotipo molecular (alteracién de la expresién génica del alelo silvestre de Bemimpl) que muestra
el “diploide parcial” que en términos genéticos representa el transformante que expresa la fusién
génica Bemimpl-GFD. En este transformante la presencia simultdnea del alelo silvestre y del alelo
fusién determina, en comparacién con el comportamiento de la cepa silvestre, una disminucién de
la expresion del alelo silvestre a las 5 horas de cultivo en medio minimo liquido y un aumento muy
importante del nivel de expresion a las 16 horas. Es decir, el comportamiento contrario al obser-
vado en la cepa silvestre. Es interesante destacar que a las 5 horas de cultivo las intensidades de las

senales de hibridacién de los transcritos de los dos alelos del gen Bemimpl, el alelo tipo silvestre y
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el alelo fusién, son muy similares, y la suma de ambas intensidades puede estimarse como similar a
la intensidad de la sefal del alelo tipo silvestre en la cepa B05.10 a ese mismo tiempo. Sin embargo,
a las 16 horas de cultivo las intensidades de ambas senales aumentan, pero lo hace mucho més la
correspondiente al alelo silvestre. Estas observaciones pudieran interpretarse asumiendo que son
consecuencia de la activacién de un sistema que detecta una alteracién funcional derivada de la co-
existencia de ambos alelos y, por lo tanto, de ambos tipos de proteinas derivadas. Podemos proponer
que inicialmente ambas formas de la proteina son sintetizadas y que ambas formas son correcta-
mente dirigidas a la membrana interna mitocondrial. Alli, una y otra compiten por ocupar su lugar
fisico de localizacién natural. Si la fusién de la proteina GFP al extremo carboxilo (de cardcter dcido
y probablemente implicado en interacciones con otras proteinas) de la proteina BCMIMP1 altera
la capacidad de esta variante de la proteina para desempefiar su funcién, la actividad global de las
mitocondrias en el transformante GMAS?7 se verfa mermada. Si el sistema detecta esta pérdida de
funcién o de eficiencia y rendimiento, el propio sistema puede tratar de compensar dicha pérdida
o disminucién forzando la produccién en mayores cantidades de los componentes necesarios, en
este caso de la propia proteina BCMIMP1. Y esto exigiria un aumento de la transcripcién de su gen
codificante.

En resumen, teniendo en cuenta los elementos de informacién que acabamos de discutir,
podemos sugerir que BCMIMP1 es una proteina estructural de la membrana interna mitocondrial
que pudiera desempefar una funcién relacionada con el mantenimiento de la estructura caracteris-
tica de la membrana o una funcién de anclaje de otros elementos funcionales de la misma mediada
por la capacidad de interaccién del extremo carboxilo de la proteina con otras proteinas o con

complejos proteicos embebidos en ella.

19.4. Papel del gen Bcmimp1 durante la interaccion B. cinerea-tomate.

Un andlisis funcional detallado para determinar cudles son los procesos en los que el gen (su pro-
ducto génico) participa y cudles son las funciones precisas en las que juega un papel relevante exige
obtener el mutante deficiente en el gen de interés y llevar a cabo una caracterizacién fenotipica del
mismo. Hemos aplicado una estrategia de reemplazamiento génico que nos ha permitido obtener
mutantes por delecién del gen Bemimpl y con una frecuencia elevada. De un total de 46 transfor-

mantes primarios analizados, 12 fueron identificados como candidatos después de aplicar el proce-

dimiento de enriquecimiento en nucleos transformados de los transformantes primarios. Después

de la purificacién en forma de cultivo monospérico se analizaron 8 de los candidatos mediante



hibridacién Southern, confirmando que en 6 de ellos el alelo silvestre habia sido eliminado y que el
alelo mutante estaba en homocariosis. En los otros dos, el alelo mutante atin estaba en heterocario-
sis, aunque ciertamente la proporcién de nicleos portadores del alelo silvestre era en ambos casos
muy baja teniendo en cuenta la intensidad relativa de las bandas de hibridacién que identifican al
alelo mutante y al alelo silvestre. Esta frecuencia de obtencién de mutantes por reemplazamiento
génica es elevada, pero estd en el rango de las frecuencias descritas en trabajos similares llevados a
cabo en B. cinerea (Valette-Collet et al., 2003; van Kan ez al., 2007).

En este trabajo hemos analizado 4 cepas mutantes ABcmimp1 (12ab, 26ac, 27ab y 31aa)
que han sido comparadas con la cepa silvestre (la cepa denominada regenerante C4) en distintos
aspectos. Una primera observacién que se deriva de nuestro andlisis es que la mutacién no es letal,
ya que efectivamente hemos podido obtener las cepas mutantes correspondientes y cultivarlas en
medios sintéticos. Pero, ;podemos observar alteraciones fenotipicas evidentes en los mutantes como
consecuencia de la misma? Tratdindose de una proteina mitocondrial podriamos proponer que de la
eliminacién del gen codificador correspondiente pudieran derivarse alteraciones del metabolismo
mitocondrial que pudieran, a su vez, determinar alteraciones fenotipicas mds o menos evidentes.
Nos planteamos en un principio abordar la determinacién de posibles alteraciones en la tasa de res-
piracién en las cepas mutantes, siempre en comparacién con la cepa silvestre. Desafortunadamente,
la estimacién de la tasa de respiracién en B. cinerea ha resultado una tarea enormemente compli-
cada como consecuencia fundamentalmente de la escasisima reproducibilidad que se obtiene en el
sistema. Es una observacién que se ha derivado de nuestro trabajo y también del trabajo realizado
en otros laboratorios (Paul Wood, comunicacién personal). No disponemos, por lo tanto, de datos
fiables a este respecto, si bien es posible indicar que en los mutantes ABcmimp1 parece haber una
menor tasa de respiracién a través de la ruta convencional (complejo I, III y IV), aumentando la
tasa de respiracién a través de la rama de la enzima oxidasa alternativa (resultados no presentados).
Es esta una via de investigacién sobre la que nos proponemos progresar en el futuro, ya que expe-
rimentos preliminares llevados a cabo para determinar alteraciones en el nivel de expresién del gen
Bcaox1 parecen indicar que su transcripcién aumenta en las cepas mutantes en relacién con el nivel
observado en la cepa silvestre.

Sea cual sea la alteracién primaria a nivel bioquimico y metabdlico o estructural que pueda
derivarse de la eliminacién de la proteina BCMIMP1, aparentemente durante el crecimiento sapro-
fitico no se producen alteraciones o deficiencias evidentes. Asi, la morfologia de las esporas, tubos
germinativos y micelio derivado parece normal y no observamos deficiencias en la capacidad de

esporulacion del hongo. Hemos evaluado su capacidad de crecimiento saprofitico en medios sin-
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téticos, pobre y rico, en condiciones controladas de laboratorio estimando el didmetro medio de la
colonia en placas de cultivo y no hemos detectado variaciones significativas en relacién con la cepa
silvestre. Su capacidad de crecimiento en estas condiciones no parece haber resultado alterada.

En cuanto a su capacidad para infectar a la planta huésped y para colonizar los tejidos
infectados, los andlisis llevados a cabo demuestran que las cepas mutantes no muestran una dismi-
nucién de las mismas. Mds bien es al contrario. Debemos recordar que en nuestra aproximacién
experimental hemos asumido que la expresion diferencial de un gen, o un aumento del nivel de
expresién del mismo, en un proceso dado o en unas condiciones dadas, sugeriria la participacién
de su producto génico en el proceso considerado o la relevancia de su funcién en el desarrollo del
organismo en las condiciones estudiadas. Si esta asuncién es correcta, cabria esperar que los mu-
tantes deficientes en el gen correspondiente, en nuestro caso el gen Bemimpl, mostraran ciertas
limitaciones, parciales o totales, a la hora de infectar y colonizar los tejidos de la planta huésped. En
nuestro caso, en cuanto a la capacidad de penetracién de las cepas mutantes ABcmimp1, estimada
valorando el porcentaje de lesiones dispersivas producidas, no se observa ninguna diferencia sobre
ninguno de los dos huéspedes analizados, tomate y judia. Todas las cepas, silvestre y mutantes, y
sobre los dos huéspedes, muestran un 100% de eficiencia de penetracién y de formacién de lesiones
dispersivas en las condiciones de laboratorio utilizadas. Y en cuanto a la capacidad para colonizar
el tejido infectado a partir de las lesiones primarias no observamos una disminucién de las cepas
mutantes ABcmimpl en relacién con la cepa silvestre. Sorprendentemente, lo que se observa es
un aumento de la agresividad, evaluada ésta mediante la estimacién, a un tiempo dado desde la
inoculacién, del didmetro medio de la lesién dispersiva producida en comparacién con la cepa sil-
vestre. Esta situacién es mds evidente en tomate. En este caso las cuatro cepas mutantes presentan
una media de didmetro de lesién claramente superior a la cepa silvestre y las diferencias con ésta
son significativas. El comportamiento de tres de las cepas mutantes es muy uniforme. Una cuarta
cepa (la ndmero 12) muestra también una mayor agresividad, aunque el andlisis estadistico indica
que su diferencia de comportamiento en relacién con la cepa silvestre no es tan acentuada. Aunque
es de esperar un comportamiento de todas las cepas mutantes muy uniforme, es frecuente detectar
diferencias entre unas y otras, diferencias que pueden tener su origen en factores diversos tales como
alteraciones adicionales producidas durante la transformacién como consecuencia de reorganizacio-
nes locales o integraciones secundarias del pldsmido o de modificaciones que el propio proceso de

transformacién mediada por tratamiento con PEG determina en los protoplastos (Segmuller ez 4/.,

2007). Es por esta razén que siempre se analizan varios mutantes independientes simultdneamente

y se comprueba que el comportamiento de los mutantes analizados es similar.



Cuando se analizan los datos derivados del andlisis de infeccién sobre judia los resultados
obtenidos muestran una tendencia similar a la observada en tomate. Es decir, la media del tamano
de lesién en las cepas mutantes es mayor en las cuatro cepas mutantes que en la cepa silvestre. La
tendencia es cierta, si bien las diferencias, segin demuestra el andlisis estadistico, no son significa-
tivas.

En conclusién, aunque los resultados no son claros sobre este segundo huésped, si podemos
decir que los mutantes ABcmimp1 parecen ser mds agresivos sobre tomate y que la misma tendencia
se observa sobre judia. Las diferencias en cuanto a la capacidad de colonizacién del tejido infectado
a partir de las lesiones primarias no pueden ser atribuidas a una mayor capacidad de crecimiento per
se de los mutantes, que en este trabajo hemos estimado mediante la evaluacién de su capacidad de
crecimiento saprofitico en medios sintéticos y que ha resultado ser el mismo en la cepa de referencia
y en las cepas mutantes. La mutacidn, por lo tanto, parece conferir cierta capacidad de crecimiento
adicional o afadido solamente iz planta (durante la interaccién). Surge entonces la cuestién clave
en relacién con estas observaciones: ;qué relacién existe (puede existir) entre una alteracién deriva-
da de la eliminacién de una proteina localizada en la mitocondria, concretamente en la membrana
interna mitocondrial y con una funcién probablemente estructural cuya funcién depende en cierta
medida, al menos, de la integridad de su extremo carboxilo, con un aumento de la agresividad so-
bre la planta huésped, en particular con su capacidad para colonizar los tejidos circundantes a las
lesiones primarias?. Una revisién de la literatura cientifica en relacién con alteraciones del metabo-
lismo mitocondrial indica que, ya sean como consecuencia de mutaciones en genes nucleares que
codifican productos de localizacién mitocondrial, ya sea por mutaciones en genes localizados en
el propio genoma mitocondrial, éstas aparecen asociadas con distintos tipos de enfermedades y/o
patologias en humanos (DiMauro y Schon, 2001; Wallace, 1999; Zeviani ez al., 2003). Son nume-
rosas también las referencias que relacionan el metabolismo mitocondrial con el control de procesos
celulares relacionados con el envejecimiento, la senescencia y la muerte celular programada (Green
y Kroemer, 2004; Griffiths, 1992; Mignotte y Vayssiere, 1998; Zamzami ez al., 1997). Los modelos
fungicos estin siendo utilizados ampliamente en el estudio de los procesos mencionados dada la
facilidad de manejo de este grupo de organismos, la disponibilidad de un buen nimero de herra-
mientas genéticas que facilitan la caracterizacién genética de estos sistemas y la elevada similitud
entre las mitocondrias de humanos y hongos, en particular de S. cerevisiae, lo que permite estudios
de genémica funcional que facilitan la identificacién y el estudio de genes de humanos implicados
en diversas patologias (Steinmetz ez al., 2002). El estudio de la base genética y fisiolégica del en-

vejecimiento también ha encontrado buenos sistemas modelo en hongos (Osiewacz, 2002). Una
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de las principales consecuencias de alteraciones en el metabolismo mitocondrial es la produccién
de niveles anormalmente elevados de formas activas de oxigeno. Estas formas activas de oxigeno
se producen de manera natural como consecuencia del “escape” de electrones que se produce en la
cadena de transporte de electrones en la membrana interna mitocondrial, electrones que escapan
fundamentalmente a nivel de la ubiquinona. Estos electrones pueden reaccionar directamente con
el O, molecular originando el radical superéxido (O,-), el cual puede ser dismutado originando
H,O, que puede a su vez reaccionar dando lugar al radical hidroxilo (OH-) Revisado en(Cadenas
y Davies, 2000). Se estima que en condiciones fisiolégicas normales algo menos del 1% de los elec-
trones movilizados a lo largo de la cadena de transporte de electrones se escapan de la cadena dando
lugar a superdxido (Revisado en Raha y Robinson, 2000). Este escape natural puede aumentar muy
significativamente cuando existen alteraciones funcionales o estructurales aguas abajo (principal-
mente en el complejo III) de la posicién que ocupa la propia ubiquinona dando lugar a la formacién
de mayores niveles de formas activas de oxigeno que estdn relacionadas con procesos patolégicos y
con envejecimiento. También se producen niveles anormalmente elevados como consecuencia de
alteraciones en el complejo I relacionados con la incorrecta transferencia de los electrones desde éste
y hasta la ubiquinona (Raha y Robinson, 2000).

Dadas las caracteristicas que hemos podido deducir del andlisis llevado a cabo en este trabajo
en relacién con las caracteristicas de la proteina BCMIMP1 es posible proponer que la mutacién
derivada de la eliminacién de esta proteina pudiera determinar una alteracién funcional de la mito-
condria consecuencia de la incorrecta organizacién de la membrana interna mitocondrial o de algu-
no de los componentes necesarios para la correcta actividad mitocondrial. Si esta alteracién afecta a
la correcta transferencia de electrones a lo largo de la cadena de transporte de electrones podriamos
esperar, como consecuencia de la mutacidn, la produccién de niveles elevados de formas activas de
oxigeno en la cepas mutantes en comparacién con la cepa silvestre. Diversos estudios indican que
B. cinerea dispone de mecanismos que le permiten alterar el estado redox de la planta huésped y que
esta alteracién resulta util para el patégeno como organismo necrotrofo que es ya que estos procesos
determinan la muerte celular de las células que entran en contacto con el patégeno (Revisado en
(Lyon ez al., 2004). Entre estos mecanismos destaca la capacidad de B. cinerea para inducir la muer-
te celular programada de las células de huésped y su capacidad para producir por si mismo formas
activas de oxigeno que resultan instrumentales para el patégeno en el contexto indicado (van Kan,

2000). Es decir, B. cinerea produce formas activas de oxigeno que contribuyen a acentuar la muerte

celular de las células del huésped con las que entre en contacto el patégeno, facilitando asi la pene-

tracion y el progreso de la infeccién. Si las cepas mutantes ABcmimp1 produjeran mayores niveles



de formas activas de oxigeno como consecuencia de una alteracién de la actividad mitocondrial,
podria explicarse de esta manera una mayor capacidad por parte de las cepas mutantes para infectar
a la planta huésped, en particular para colonizar los tejidos adyacentes mediante la expansion de las
lesiones dispersivas.

La mayor produccién de formas activas de oxigeno en las cepas mutantes deberia imponer
una situacion de estrés oxidativo en las células del propio patégeno. En este trabajo no hemos lle-
gado a valorar esta posibilidad en las cepas mutantes de B. cinerea, pero esta consideracién forma
parte de las posibilidades de profundizacién en la caracterizacién del sistema que nos proponemos
ampliar en el futuro. Disponemos de algunas evidencias preliminares que sugieren que en las cepas
mutantes se estdn activando mecanismos que pudieran contrarrestar la situacion de estrés oxidativo
que es posible anticipar. En particular podemos indicar que en las cepas mutantes parece detectarse
un aumento del nivel de expresién del gen Beaox1, observacién que, de ser confirmada, podria
indicar que se estdn activando ramas alternativas de la cadena de transporte de electrones en estos
mutantes, en particular aquella que involucra a la enzima oxidasa alternativa, enzima y ruta que
puede desempefiar un papel de secuestrador de formas activas de oxigeno que podria minimizar
localmente los dafos derivados de la situacién de estrés oxidativo inducida.

Debemos insistir en que no disponemos de evidencias experimentales que demuestren que
esta hipétesis y explicacién sean vidlidas. Seria posible considerar y argumentar otras posibilidades,
también derivadas de la consideracién de una posible alteracién de la funcién mitocondrial. Y es
que se reconoce que la membrana interna mitocondrial juega un papel fundamental en la modu-
lacién del flujo (y liberacién) de citocromo ¢y de otros productos localizados en la mitocondria y
hacia el citosol, y que el flujo de estos productos modula y controla a su vez el programa de muerte
celular programada en mamiferos (Borner, 2003; Reed, 1998; Tsujimoto, 2003). Trabajos recientes
demuestran que la maquinaria que controla la apoptosis en mamiferos estd conservada en levaduras
(Madeo ez al., 2002; Polcic y Forte, 2003; Smet ez al., 2004) y que la induccién o la prevencién de
la apoptosis en Colletotrichum gloeosporioides esta estrechamente relacionada con el crecimiento, el
desarrollo y la morfogénesis que tiene lugar durante el ciclo de vida del patégeno. En el contexto
que nos ocupa es interesante destacar que los transformantes de C. gloeosporioides que expresan la
proteina antiapoptética Bel-2 muestran, entre otras alteraciones fenotipicas, un fenotipo de hiper-

virulencia sobre la planta huésped (Barhoom y Sharon, 2007).
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19.5 El gen Bde47B

Este trabajo se propuso también la identificacién y el aislamiento del gen que codifica el segundo
mensajero detectado con el fragmento de “differential display” ddB47, el gen que hemos denomi-
nado provisionalmente Bde47B. El interés del mismo reside en el hecho de que presenta también
un patrén de expresion indicativo de expresion diferencial in planta que nos hace presuponer que
el gen y su producto génico pueden participar en el proceso de infeccién. Para aislar el gen se han
aplicado dos estrategias experimentales diferentes: una estrategia basada en procedimientos de hi-
bridacién utilizando como sonda el fragmento ddB47 y una aproximacién bioinformdtica basada
en el andlisis el genoma de B. cinerea para identificar secuencias similares, pero no idénticas a la
secuencia de dicho fragmento. Los resultados no han sido satisfactorios y no ha sido posible iden-
tificar el gen buscado.

Es necesario indicar que ninguna de las dos estrategias ha sido aplicada de manera exhaus-
tiva y, por lo tanto, ninguna de las dos ha sido agotada en sus posibilidades. Los experimentos de
hibridacién permitieron identificar una serie de clones de fagos que hibridaban con la sonda indi-
cada, pero la secuenciacién de los clones detectados ha sido muy limitada. Los clones obtenidos se
conservan para su futuro andlisis.

Esta estrategia exigia una gran inversién de tiempo, esfuerzo y materiales, limitaciones que
impedian completar el andlisis de los materiales obtenidos en un periodo de tiempo razonable y que
hicieron aconsejable una nueva aproximacién experimental basada més en un andlisis i silico. Un
factor a tener en cuenta en este contexto es que durante el marco temporal en el que se procedié al
andlisis de este segundo gen, se hizo puablico el genoma de B. cinerea que la empresa Singenta habia
secuenciado un tiempo atrds. La disponibilidad de esta informacién nos animé a disefiar una estra-
tegia alternativa sobre la que se centraron desde entonces nuestros esfuerzos.

Una vez aplicadas parcialmente ambas estrategias es interesante destacar que al menos en un
caso ha sido posible llegar a identificar la misma secuencia mediante la secuenciacién del clon de la
genoteca detectado mediante hibridacién y mediante el andlisis in silico llevado a cabo. Es el caso
del fragmento clonado en los pldsmidos pDBP-6, pDBP-7 y pDBP-8 y de la secuencia de cédigo
2266, que corresponde al gen BC1G_05413.1 en la anotacién automatica del genoma de B. cinerea

cepa B05.10. Como indicidbamos en la seccidén de resultados, aunque esta secuencia corresponde a

un gen que podria codificar el RNA mensajero (atendiendo a criterios de tamano de la regién codi-

ficante) detectado mediante hibridacién, no se detecté senal alguna de hibridacién en la hibridacién



northern llevada a cabo. Por lo tanto, el gen correspondiente no se expresa en esas condiciones, lo
que nos obliga a descartarlo como candidato.

La secuenciacién de clones de la genoteca ha sido, como indicamos, muy limitada. Nos
descartamos, por lo tanto, que pudiéramos encontrar otros ejemplos adicionales de esta situacién si
aquella secuenciacién hubiera sido mds amplia. Esta es la situacién que cabria esperar (que ambas
estrategias permitieran identificar las mismos secuencias diana), ya que ambas estrategias se basan
en ultima instancia en criterios de similitud. No obstante, analizando las informaciones que he-
mos obtenido hasta el momento derivadas de ambas estrategias podemos concluir, en una primera
aproximacion, que ambas aproximaciones son complementarias y que atin no hemos agotado las
posibilidades de deteccién de una y otra.

En cualquier caso, son los experimentos de hibridacién los que nos deben ofrecer una herra-
mienta diagnéstica para identificar el gen Bde47B. Es decir, deberfamos reproducir con una sonda
dada el patrén de hibridacién detectado originalmente con la sonda ddB47 para el RNA mensajero
de aproximadamente 1,0 kb para concluir que la nueva sonda deriva del gen buscado. Y no ha sido
el caso con ninguna de las sondas utilizadas. Aunque hemos podido identificar varios genes, algunos
de los cuales se expresan en las condiciones analizadas, ninguno corresponde al gen buscado.

No obstante, como consecuencia de los trabajos realizados en este contexto cabe destacar
algunos resultados de interés. Quizds lo mds significativo ha sido la identificacién de un segundo
gen nuclear que codifica también una proteina de localizacién mitocondrial, probablemente en la
membrana interna, al igual que la proteina BCMIMP1. Y lo mds destacable es que, al igual que el
gen Bemimpl, y aunque también se detecta expresion del mismo durante el crecimiento saprofitico
(a las 16 horas de cultivo en medio minimo liquido), su expresién parece ser inducida iz planta,
en este caso alcanzando el médximo de expresion a las 96 hpi. Este gen es el que corresponde a la
secuencia utilizada como sonda con el cédigo 2080 y en el genoma de B. cinerea corresponde al
modelo de gen anotado automdticamente con el cédigo BC1G_00665.1. Representaria el segundo
gen de B. cinerea que codifica una proteina de localizacién mitocondrial y cuya expresién se induce
in planta.

La proteina codificada por el gen BC1G_00665.1 presenta homologia con la superfamilia
de proteinas mitocondriales Pet127. La actividad de estas proteinas parece estar relacionada con
la modulacién de la actividad de una o mds proteinas cataliticas con actividad exonucleolitica o
endonucleolitica, ademds de estar implicada en la destruccién de RNAs mitocondriales inestables
(Krause y Dieckmann, 2004). Estas proteinas estdn localizadas en la mitocondria y se encuentran

unidas a la membrana y son necesarias para el procesamiento eficiente de diversos transcritos pre-
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cursores (Wiesenberger y Fox, 1997). Sobre la funcién especifica que la proteina correspondiente en
B. cinerea pudiera desempefar no hemos obtenido ninguna informacién, dado que no se trataba del
gen buscado inicialmente y no hemos profundizado en su caracterizacién. No obstante constituye
un buen candidato un andlisis funcional detallado en el futuro.

Tampoco hemos profundizado en la caracterizacién del gen cuya expresion se detecta con la
sonda Bot_37, cuya expresién parece mostrar un nivel importante de induccién in planta a las 96
hpiyalas 120 hpi. El gen correspondiente a esta sonda en el genoma de B. cinerea es el gen anotado
automdticamente con el cédigo BC1G_04929.1. La proteina codificada presenta homologia con
proteinas que forman parte de una familia proteica perteneciente a un grupo de enzimas encargadas
de la organizacién y reorganizacién de la cromatina mediante cambios dindmicos gracias a la uti-
lizacién de la energia proveniente de la hidrdlisis de ATP. Gracias a estas proteinas la cromatina es
reestructurada mediante cambios en los contactos entre histonas y el DNA (Smith ez 4/., 2005).

Cabe destacar en esta discusion el patrén de expresién del gen cuyo mensajero se detecta con
la sonda de cédigo 9100. El gen codificador correspondiente fue descartado ya desde un principio
porque ciertamente es un gen que no muestra induccién iz planta. Sin embargo, consideramos
en estos momentos que su estudio pudiera resultar interesante ya que, no detectdindose expresion
alguna in planta, es posible asumir que su expresion es “apagada” al menos durante las fases de la
interaccién analizadas en este estudio. Por lo tanto, su expresién estd regulada durante la interaccién

entre el patégeno y la planta huésped.




20. El gen derivado del cDNA ddB2

20.1. El gen Bde2

El gen Bde2, redenominado Beicl, es el gen que codifica el RNA mensajero detectado en nuestro
andlisis de expresién génica diferencial y a partir del cual se gener6 el fragmento de cDNA ddB2.
Como se puede ver en la seccién de resultados, su RNA mensajero parece detectarse inicamente
durante las fases mds tardias del proceso de infeccién, es decir durante la colonizacién y maceracién
del tejido infectado. Mediante hibridacién Northern no ha sido posible detectar expresién de Bezcl
en otras fases del proceso de infeccién ni durante el cultivo en medio liquido a las 16 h de creci-
miento. En este caso, por lo tanto, y en principio, podriamos hablar de un gen cuya expresion es
inducida iz planta o de un gen expresado diferencialmente iz planta. No obstante, en nuestra opi-
nién el hecho de que no haya sido posible detectar su expresién durante otras fases del proceso de
infeccién ni durante el cultivo saprofitico en medio liquido medio no implica que el gen no se esté
expresando en absoluto en esas fases o en esas condiciones. Es posible que se pueda estar expresando
en algunas fases o en algunas condiciones, aunque a niveles no detectables mediante hibridacién
northern.

Como en los casos anteriores, la identificacién de la copia genémica del gen y de la fase de
lectura correspondiente sélo ha sido posible una vez se han tenido en cuenta las diversas fuentes de
informacién a nuestra disposicién, como eran la secuenciacién propia de fagos de la genoteca de
B. cinerea en EMBL3 vy las secuencias del genoma de B. cinerea y de otros hongos. El estudio de la
secuencia detectada y secuenciada y la comparacién con el genoma de B. cinerea, asi como con el
genoma de S. Sclerotorium (ascomicete estrechamente relacionado filogenéticamente con B. cine-
rea), nos permite asegurar que estamos razonablemente seguros de que hemos identificado la fase
de lectura correcta y la estructura del gen en cuestidn.

A pesar de conocer la secuencia del gen Bezcl, la informacién derivada de la comparacién
con secuencias depositadas en bases de datos ha resultado de una utilidad limitada. La bisqueda de
homologia con genes previamente caracterizados en otros organismos nos ha dado homologias no
muy elevadas y las mayores similitudes se detectan con genes de hongos no caracterizados funcio-

nalmente, por lo que no ha resultado sencillo extraer informacién de estudios comparativos. Por




Analisis y caracterizacion de genes de B. cinerea inducidos in plania

David Benito Pescador

esta razén, para deducir y proponer cudl es la funcién del gen y de la proteina deducida tenemos que
basarnos, y esta ha sido nuestra principal fuente de informacién, en el andlisis bioinformatico.

El andlisis bioinformdtico de la secuencia de nucledtidos del gen Bezel y la comparaciéon de
la secuencia proteica derivada del mismo, BCTP1, en busca de proteinas homélogas mediante el
algoritmo BLASTp y la bisqueda de dominios funcionales con el algoritmo CPD (ver seccién 16.6
de Resultados) nos hizo concluir que estamos ante una proteina homdloga a ciclinas reguladoras de
la transcripcidn, en concreto con ciclinas de tipo C'y tipo K.

Ademis del anilisis bioinformdtico hemos intentado llevar a cabo un anilisis funcional me-
diante la obtencién de mutantes por reemplazamiento génico de este gen. Este andlisis funcional
ha generado resultados que indican que el gen es esencial, ya que ha resultado imposible hasta el
momento obtener mutantes en los que la copia silvestre del gen haya sido eliminada. La estrategia
de reemplazamiento génico aplicada es esencialmente la misma que la que se ha utilizado en el caso
del gen Bemimpl, y se han analizado incluso mds transformantes primarios que en aquel caso. Sin
embargo, a pesar de haber obtenido un buen niimero de candidatos portadores de nicleos en los
que ha tenido lugar el reemplazamiento génico, en ningdn caso ha sido posible obtener un cultivo
monospérico derivado de un transformante portador del alelo mutante en homocariosis. Dada la
experiencia acumulada en nuestro laboratorio y las informaciones de las que disponemos sobre los
trabajos llevados a cabo en otros laboratorios, creemos que el hecho de que no hayamos encontrado
la cepa mutante es consecuencia del cardcter esencial del producto del gen Bezel.

Partiendo de la premisa de que el gen es esencial, cabe discutir el por qué de la no deteccién
de su expresién durante el crecimiento saprofitico en las condiciones analizadas ni durante la inte-
raccién con la planta en las fases analizadas. Creemos que el gen es, efectivamente, esencial y que
si no hemos detectado su expresién al menos durante el crecimiento saprofitico en medio liquido
es porque su nivel de expresién en esas condiciones estd por debajo del limite de sensibilidad de la
hibridacién northern. No puede descartarse que el gen se exprese en condiciones o en fases del ciclo

de vida y de infeccién no analizadas en este trabajo.

20.2. Ciclinas reguladoras de la transcripcion

Las ciclinas fueron descubiertas como proteinas cuya acumulacién durante la interfase y destruccién

en la mitosis jugaba un papel critico en la progresién del ciclo celular en eucariotas (Murray, 2004).

Estas proteinas, cuya cantidad se incrementa durante la interfase y que bruscamente se reduce en

cada mitosis (Evans ez al., 1983), controlan el ciclo celular uniéndose a kinasas dependientes de ci-



ODisceesecre

clina (CDKs) y regulando su actividad (Malumbres y Barbacid, 2005; Murray, 2004). Comprenden
una gran familia de proteinas altamente conservadas en su funcién en muchos organismos, desde le-
vaduras hasta mamiferos (Andrews y Measday, 1998), y desde que se descubrieran y se identificaran,
diversas CDKs y ciclinas han sido caracterizadas. Muchas de estas ciclinas y CDKs han sido aisladas
debido a su habilidad de rescatar mutaciones en sus homélogos en levaduras (Elledge y Spottswo-
od, 1991; Lee y Nurse, 1987; Lew et al., 1991; Ninomiya-Tsuji ez a/., 1991) o por similitud en sus
secuencias (Meyerson ez al., 1992).

Aunque, originalmente identificadas como proteinas implicadas de manera importante en
la regulacién del ciclo celular, existen combinaciones ciclina-CDK que participan aparentemente
en otros procesos celulares no relacionados (Feaver ez al., 1994; Liao et al., 1995; Maldonado ez /.,

1996; Rickert ez al., 1996; Roy et al., 1994; Tassan ez al., 1995).

ALAZ CDK1 Ciclo celular (G2-M)
’ CDK2 Ciclo celular (G1-S)
BI1, B2 CDK1 Ciclo celular (G2-M)
D1, D2, D3 CDK4, CDK5, CDK6 Ciclo celular (G1-S)
E1, E2, CDK2, CDK5 Ciclo celular (G1-S)
L1, 12 CDK 11 Transcripcién, Ciclo celular (M)
Transcripcién (Componente de la holoenzima RNA
C CDKS, CDK3
pol 1)
Transcripcién (Subunidad del factor reparador de la
H CDK7
transcripcién TFIIH)
K CDK9 Transcripcidn, respuesta a estrés, desarrollo
Transcripcién (Componentes de la holoenzima RNA
T1,T2a, T2b CDK9
pol II)
Gl1, G2 ? Grupo 3
I ? Grupo 3
Tabla 19.1
Ciclinas mas relevantes encontradas en mamiferos

Las ciclinas pueden ser divididas en tres grandes grupos que resumen su funcién 7z vivo. El
primer grupo consiste en las ciclinas A, B, D1, D2, D3, E y E cuya funcién estd demostrada en la
regulacién del ciclo celular. El grupo II consistirfa en las ciclinas C, H y K, que tienen papeles en la
regulacién de la transcripcién. Un tercer grupo consistirfa de las ciclinas G1, G2 y I con papeles dis-

tintos tanto del ciclo celular como de la regulacién transcripcional (Bates ez al., 1996). Las ciclinas
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de tipo C estdn involucradas en la activacién de la transcripcién o la represion de genes asociados
con respuestas a estrés o desarrollo (Cooper ez al., 1997; Kuchin ez al., 1995; Liao ez al., 1995).

La sintesis de RNA mensajero en eucariotas es un proceso bioquimico complejo que estd
regido por la accién de diversos factores de transcripcién que controlan la actividad de la RNA
polimerasa II (RNA pol II) durante las fases de inicio y elongacién de la transcripcién. La RNA
polimerasa II es un complejo holoenzimatico grande y estable compuesto por las subunidades de
la RNA polimerasa II, un conjunto de factores generales de transcripcién (TFIIB, TFIIF y TFIIH)
y un grupo de proteinas (SRBs) que funcionan como mediadores ente la RNA pol II y los factores
de transcripcién. La transcripcién se inicia cuando la RNA pol II se acopla a los cinco factores de
iniciacién (TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y TFIIH) formdndose un complejo de pre-iniciacién a la
altura del promotor. Una vez comenzada la transcripcién, la RNA pol II se distancia del promotor
y se disocia de algunos de los factores de iniciacién, paso que da lugar al comienzo de la fase de
elongacién. Esta fase de elongacion estd regulada por factores de elongacién de la transcripcién que
interactian directamente con el complejo formado por la holoenzima. Existen dos clases de factores
de elongacién: de accién positiva, P-TEFb (positive transcription elongation factor), y de accién
negativa, N-TEFs (Negative transcription elongation factors) y DSIF (DRB-sensitivity-inducing
factor)(Conaway et al., 2000).

P-TEFb es un complejo regulador que estd compuesto por la CDK9 vy diversas ciclinas
(T1, T2 y K) (Fu et al., 1999; Marshall ez al., 1996; Peng ez al., 1998). Este complejo enzimdtico
Ciclina-CDK regula la RNApolll mediante la fosforilacién del dominio Carboxi-Terminal (CTD)
de la subunidad grande de la RNA pol II (Bartolomei ez al., 1988; Nonet ez al., 1987; Zehring ez
al., 1988), que consiste en la repeticién consecutiva de un heptapéptido (Dahmus, 1996; Orphani-
des ez al., 1996) evitando la parada de la elongacién mediante el bloqueo de las uniones de DSIF y
NELF con el complejo de elongacién. Una vez la RNA polimerasa II comienza la elongacién pro-
piamente dicha, la eficiencia de esta puede estar influenciada por factores adicionales (S-1I, TFIIE,

ELL y elonguina) (Shilatifard, 1998; Uptain ez al., 1997; Wind y Reines, 2000).

20.3. Ciclinas de tipo C

Las ciclinas de tipo C encontradas en humano y en Drosophila fueron identificadas gracias a su
capacidad de rescatar cepas mutantes de S. cerevisiae con su ciclo celular detenido al no poseer cicli-

nas G1 (Lahue ez al., 1991; Léopold y O'Farrell, 1991; Lew ez al., 1991). Este grupo de proteinas

comparten secuencias similares y parecen estar implicadas en la iniciacién de la transcripcién de la



RNA pol II (Liao ez al., 1995) y en la activacién de otras CDK a través de su fosforilacién (activi-
dad CAK) (Kaldis ez al., 1996). Al contrario que otras ciclinas reguladoras del ciclo celular, el RNA
mensajero y los niveles de proteina de las ciclinas de tipo C no fluctdan durante la divisién mitdtica
de la célula (Cooper ez al., 1997).

Las ciclinas C contienen tres regiones conservadas muy importantes para su funcién: “cyclin
box motif”, “PEST-rich motif” y “destruction box-like motif” (Cooper ez al., 1997; Kuchin ez al.,
1995). El dominio “cyclin box motif” es necesario para la interaccién y activacion de las CDK aso-
ciadas. Este motivo contiene una regién que confiere especificidad en la unién con la CDK' (Pines,
1993), aunque no parece estar implicado en los cambios reguladores de la proteina. Las regiones
ricas en Prolina, Glutdmico, Serina y Treonina (PEST-rich motif) son necesarias para el cambio ré-
pido en las ciclinas de G1 (Salama ez al., 1994; Tyers et al., 1992) asi como en otras moléculas regu-
ladoras (Kornitzer ez al., 1994). La secuencia denominada “destruction box-like motif” (RQKL) es
requerida para la degradacién de las ciclina en respuesta a estimulos externos, tales como el choque
térmico (Cooper ez al., 1997). Este motivo es similar a la secuencia requerida para la degradacién
via ubiquitina de las ciclinas de fase G2 (Glotzer ez al., 1991).

El estudio de la secuencia de BCTC1 de B. cinerea en busca de dominios caracteristicos para
esta familia de ciclinas sélo pudo verificar la presencia de dominio CAK, pero sin contener el do-
minio “destruction box-like motif”. Al contrario que en Fusarium, la proteina BCTC1 de B. cinerea
s6lo presenta uno de los tres dominios caracteristicos de este tipo de ciclinas, el dominio “cyclin
box” (ver seccién de Resultados 16.7), por lo que inicialmente no podemos asegurar con certeza que
el gen Bezel codifique para una ciclina C, pero si para una ciclina relacionada con transcripcion, es

decir, una ciclina C o K.

20.4. Ciclinas de tipo K

Por otro lado, a pesar de que las homologias mds significativas decantan la balanza hacia la suposi-
cién que el gen Berel codifica para una ciclina de tipo C, en nuestra bisqueda de homologias, las
ciclinas de tipo K hicieron su aparicién con unos e-valores que no podian ser ignorados, por lo que
también mantuvimos abierta la opcién de que nuestro gen pudiera estar codificando una ciclina de
tipo K.

La ciclinas de tipo K estdn clasificadas como un miembro de la familia de ciclinas trans-
cripcionales, y descubiertas por su capacidad de rescatar el ciclo celular a S. pombe, al igual que las

ciclinas C. La ciclina K humana comparte una identidad del 22% con las ciclinas C (Edwards ez
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al., 1998) y la estructura secundaria y la topologia de la ciclina K en humanos es similar a la de la
ciclina C de S. pombe (Back ez al., 2007). BTC1 presenta una identidad aproximada del 30 % con
ciclinas de tipo K de diversos organismos.

Junto a las ciclinas T1, T2a y T2b, la ciclina K interactia con la CDK9 formando parte
del complejo nuclear P-TEFb, regulando la elongacién de la transcripcién de genes especificos que
juegan un papel central en la fisiologia humana y el desarrollo de patologias. Una caracteristica im-
portante es que el gen que codifica para la ciclina K se activa transcripcionalmente por el supresor
tumoral p53 en respuesta a estrés genotdxico (Mori ez al., 2002). Ademds de su funcién regulado-
ra, la kinasa asociada a la ciclina K, CDKO9, fosforila la pareja CDK2-ciclina A (actividad CAK).
BCTC1 presenta los motivos “cyclin box” y la regién que le da actividad CAK. La asociacién de las
dos isoformas de CDKO9 con ciclinas K, T1, T2a y T2b genera la formacién de 8 posibles complejos
P-TEFb distintos tanto estructuralmente como funcionalmente. Estos complejos, que presentan
diferencias de secuencia entre las distintas proteinas asociadas, presentan distintas funciones espe-
cializadas del P-TEFb en el control transcripcional de genes especificos (Barboric y Peterlin, 2005;
Garriga y Grana, 2004). Gracias a estas interacciones, distintas especies de P-TEFb regulan redes
gendémicas especificas y participan en el control de crecimiento celular, proliferacién, diferencia-
cién, apoptosis y patogénesis.

A pesar de que se conoce todavia menos de las ciclinas K que de las ciclinas C, las evidencias
obtenidas en nuestro andlisis bioinformdtico y de dominios funcionales indican que nuestra protei-
na BCTCI podria ser la primera ciclina de tipo K descrita en hongos filamentosos.

BCTC1, como componente de la familia de ciclinas reguladoras de la transcripcién, debe de
estar jugando un papel en la regulacién de la RNA pol Il y, por consiguiente, controlar la expresién
o inhibicién de diversos genes. Estos genes regulados pudieran estar relacionados con la patogénesis
y con otras funciones metabdlicas. En nuestro caso, BCTCI1 bien pudiera estar regulando en B. ci-
nerea rutas metabdlicas principales, y, por tanto, esenciales, ya que su mutacién es letal, como se ha
mencionado anteriormente. No podemos descartar que BCTC1 también pudiera estar regulando,
al mismo tiempo, genes activados especificamente durante la interaccién con tomate, como de-
muestra su patrén de expresion (ver seccidon 6.15.a). Este gen podria estar controlando la expresién
de proteinas que jueguen un papel importante tanto en el metabolismo principal como durante la
infeccién. La expresion diferencial de este gen, durante las fases tardias del proceso de infeccién,

podria indicar que la transcripcién de algunos genes involucrados en los mecanismos de patogénesis

de B. cinerea estd siendo mayor porque son necesarios en estas fases. La cuestién fundamental, que

por el momento no se puede contestar, es si la maquinaria transcripcional regulada por el gen Bezcl



estd afectando a genes que juegan un papel tanto en metabolismo basal como durante el proceso
infectivo, o si son distintos genes involucrados en diferentes procesos que estin siendo regulados

por el mismo complejo regulador.

20.5. Las ciclinas de tipo C y la respuesta al estrés oxidativo

Ademds de su funcién reguladora a nivel transcripcional, parece que la ciclina de tipo C esté jugando
otro papel en los sistemas reguladores del estrés oxidativo (Santoro y Thiele, 1997) relacionados con
H,O, y especies reactivas de dxigeno (ROS) (Moradas-Ferreira e al., 1996). Como se ha descrito
anteriormente, durante el proceso patogénico de B. cinerea, las especies reactivas de éxigeno (ROS)
juegan un papel importante (Tudzynski y Kokkelink, 2009; von Tiedemann, 1997). Las moléculas
biolégicas que acttian como antioxidantes secuestrando estos radicales libres, normalmente coexis-
ten en equilibrio con las ROS generadas por el metabolismo celular (Gaté ez al., 1999). El dafo oxi-
dativo agudo, normalmente denominado estrés oxidativo, ocurre cuando este equilibrio desaparece
por la intervencién de compuestos, como metales pesados o de H,O,, que estimulan la produccién
de radicales libres. Existe una gran cantidad de ROS (anién superéxido, radical hidroxilo, peréxido
de hidrogeno, etc.) que pueden danar diversos componentes celulares, incluyendo lipidos, proteinas
y dcidos nucleicos (Woodford ez al., 1995). Como respuesta a este estrés oxidativo, existen genes
que codifican para moléculas antioxidantes o quelantes de radicales libres que contrarrestan los
efectos de estas moléculas. Las células pueden responder a este estrés oxidativo suspendiendo el ciclo
celular hasta que el dano esté reparado. Por el contrario, el dafio oxidativo puede activar la muerte
celular programada (apoptosis) (Jiang y Wang, 2004), proceso altamente conservado en la mayoria
de los organismos, desde hongos hasta mamiferos (Skulachev, 2002), y que B. cinerea puede utilizar
a su favor (Dickman ez /., 2001).

En levaduras, la induccién de genes de respuesta al estrés oxidativo requiere la activacién
de factores de transcripcién (Liu y Thiele, 1996) que actdan como efectores de la red de sefiales
de transduccién que transmiten una senal particular al nicleo (Gustin ez 4/., 1998). Ademds de la
activacion de los factores de transcripcidn, la ciclina C y su CDK asociada (CDKS) efectian una
represién transcripcional (Surosky ez al., 1994), uniéndose a la holoenzima RNA polimerasa II, e
inhibiendo la transcripcién de diversos genes de respuesta al estrés (Cooper ez al., 1997; Holstege
et al., 1998). La eliminacién de la funcién represora, mediante la destruccién de la ciclina C, es
necesaria para que la induccién génica mediada por estimulos causantes de estrés, como son el estrés

oxidativo y el shock térmico, sea llevada a cabo. Asi ocurre con UME3P, una ciclina tipo C de S.
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cerevisiae, cuya degradacién, a través de la senal de destruccién de la caja ciclina, es inducida por
H,O, (Cooper ez al., 1997). Por consiguiente, la destruccién de la ciclina C es un factor importante
en la ruta de respuesta al estrés oxidativo, ya que su degradacién protege la célula de la accién de
las ROS, al liberar la sintesis de moléculas antioxidantes. Que el gen Bezcl se esté expresando a
niveles mayores durante la fase de colonizacién y maceracién del tejido infectado, y no durante las
fases de expansion de las lesiones primarias (fases donde se observa una produccién significativa de
H,O, por la planta (Greenberg, 2003; Hutcheson, 1998), nos puede indicar que el gen Betcl se
estd expresando solamente en las fases donde los mecanismos de respuesta al estrés oxidativo estdn
inhibidos.

Este tipo de respuesta parece comportarse de la misma manera que la tolerancia adquirida de
la célula cuando se enfrenta a condiciones téxicas (Lindquist y Kim, 1996) y la resistencia a apop-
tosis estimulada por el aumento en la expresion de proteinas de choque térmico (Samali y Cotter,
1996).

Sorprendentemente, la delecién de la CDKS, parece no afectar a la sensibilidad frente H,O,
de S. cerevisiae. Esto pone sobre la mesa nuevas hipdtesis que sugieren la posibilidad de que la ciclina
se esté uniendo a otra CDK asociada y que responda a estimulos externos y regule la transcripcién,
o bien pudiera estar llevando a cabo su funcién dentro del mecanismo de respuesta al H O, en el
citoplasma independientemente de la funcién represora de la transcripcién que ocurre en el nicleo,
como ocurre con la ciclina C humana cuando es estudiada en levadura. Estas observaciones dan a
entender que la ciclina C puede estar controlando la sensibilidad frente a ROS independientemente
de su papel como represor transcripcional (Krasley ez a/., 2000).

En hongos ascomicetes fitopatdgenos, donde se empiezan a describir genes parecidos a ci-
clinas de tipo C, estas proteinas parecen jugar un papel importante en la regulacién del desarrollo,
como la conidiacién, y de rutas metabdlicas secundarias, como la biosintesis de micotoxinas. (Shim
y Woloshuk, 2001), asi como en procesos de infeccién (Zhou ez al., 2009). Ademds de su posible
funcién esencial en la regulacién de la transcripcién de B. cinerea, el gen Betcl, como ocurre en
Fusarium verticilloides (Zhou et al., 2009), pudiera también regular otras rutas metabdlicas secun-
darias de produccién de metabolitos secundarios utilizados como micotoxinas durante el proceso
infectivo, como es el botridiol.

En estos hongos, £ verticilloides y F graminearum, la delecién de los genes para estas protei-

nas similares a ciclinas C (FCC1, CID1) no parecen ser letales, por lo que se puede asegurar que no

son genes esenciales, aunque si se han descrito alteraciones fenotipicas, como una disminucién del

crecimiento. Hasta donde nuestro estudio de la ciclina BCTC1 de B. cinerea ha llegado, podemos
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asegurar que Bezcl es esencial, en contra de lo que se pudiera pensar al estudiar los genes de Fusa-
rium homélogos a ciclina C. Ambos genes del genero Fusarium, Fecl y Cidl, son homdélogos al
gen Ume3p de S. cerevisiae, necesario para la regulacién negativa de genes involucrados en meiosis,
respuesta a estrés (Kuchin ez al., 1995) y otros procesos metabdlicos (Ansari ez al., 2005; Cohen ez
al., 2003; Cooper y Strich, 2002). La delecién de estos genes puede resultar en la anulacién de la
represién de genes que normalmente estén reprimidos, dando lugar a una transcripcién anormal o
desequilibrada de diferentes genes que afecten a la fisiologia normal del organismo, o bien pudieran
bloquear totalmente la fase de elongacién en la transcripcidn, afectando a todo el metabolismo ce-
lular de una manera fatal, lo que pudiera justificar las observaciones en B. cinerea (el hecho de que
sea letal). A pesar del alto grado de conservacién de estas proteinas, no todas actiian de la misma ma-
nera y, dependiendo de cada organismo, pueden estar relacionadas con un mayor o menor niimero
de funciones de mayor o menor importancia que varien en cada organismo. Por ejemplo, Cidl es
el primer gen descrito de este tipo que es importante en la interaccién planta-patégeno, mientras
que su homdlogo, Fccl, no parece estar relacionado con patogénesis; y aunque la deleccion delecién
de Ume3 de S. cerevisiae no sea letal (Cohen ez al., 2003; Cooper et al., 1997), los genes mcs21 y
pchll, codificantes de ciclinas tipo C en S. pombe, si son esenciales (Furnari ez al., 1997; Molz y
Beach, 1992). Como podemos ver, esta familia de ciclinas, aunque altamente conservada, muestran
una gran diversidad funcional y metabdlica, lo que refuerza la hipétesis de que el gen de Berel per-
teneciente a B. cinerea pudiera ser otro gen codificador de ciclinas de tipo C esencial.

No obstante, cabe indicar que todas estas conjeturas se basan unicamente en el andlisis
bioinformdtico del gen Bezcl y su comparacion en busca de homdlogos en bases de datos. A pesar
de no tener pruebas experimentales que nos indiquen la funcién que tiene en el metabolismo de B.

cinerea, no descartamos continuar con su estudio y caracterizacion.




21. Consideraciones finales

Como hemos podido ver a lo largo de este trabajo, los genes Bde47A (Bemimpl) y Bde2 (Bezcl)
muestran un patrén de expresién que nos permite asumir su participacion en procesos o mecanis-
mos importantes para que la infeccién de la planta huésped tenga lugar. La caracterizacién llevada
a cabo indica que ninguno de estos dos genes es un “factor de patogenicidad” en el sentido estricto
del término, ya que su eliminacién no determina una alteracién de la capacidad del patégeno para
infectar al huésped. No obstante, los resultados derivados de este trabajo nos proporcionan infor-
macién relevante sobre el estado fisioldgico del patégeno iz planta. Es posible concluir que a la hora
de analizar el proceso de infeccién debemos tener en cuenta posibles modificaciones del metabolis-
mo mitocondrial que el hongo experimenta iz planta, asi como posibles cambios en la regulacién de
la transcripcién que el hongo también puede experimentar durante la interaccién con su huésped.
Fruto del trabajo y de las observaciones realizadas proponemos que el hongo se adapta a las condi-
ciones que le impone el crecimiento sobre el huésped y que esta adaptacién probablemente exige
una acomodacién del metabolismo mitocondrial a los requerimientos que dicho crecimiento in
planta plantea. Esta situacién muy probablemente exige también una modulacién de los niveles de
transcripcién de numerosos genes que, actuando de manera coordinada, facilitan la supervivencia
del patégeno sobre el huésped. Es interesante destacar que, a la luz de los resultados generados, la
revisién de la literatura cientifica en aspectos relacionados con los dos genes estudiados y sus funcio-
nes biolégicas nos permite encontrar puntos y elementos de convergencia ciertamente interesantes.
En ambos casos nos encontramos con el problema del estrés oxidativo y con la consideraciéon del
modo en el que los sistemas vivos manejan las formas activas de oxigeno con las que forzosamente
tienen que convivir.

Aunque se haya caracterizado un buen nimero de genes con diversas funciones bioldgicas y
bioquimicas que estdn relacionadas con la patogenicidad de B. cinerea, ademds de genes relaciona-
dos con rutas de sefializacién conservadas, los mecanismos moleculares relacionados con la patogé-
nesis en B. cinerea se muestran complejos y todavia estamos lejos de entenderlos en su totalidad.

Creemos que el trabajo realizado en este estudio ilustra esta situacién y constituye una mo-
desta contribucién a la caracterizacién de un sistema ciertamente complejo. La capacidad del paté-
geno para infectar a su huésped y los factores que poco a poco vamos caracterizando forman parte

de un complejo sistema del que todavia no hemos vislumbrado mds que un tembloroso boceto.
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Las conclusiones de la presente tesis doctoral se pueden resumir en los siguientes puntos:

1. El fragmento de “differential display” ddB47 detecta dos RNA mensajeros generados por dos
genes diferentes. El RNA mensajero de 1,4 kb resulta de la transcripcién del gen Bemimpl, de

copia unica en el genoma de B. cinerea.

2. La expresion del gen Bemimplestd regulada tanto durante el crecimiento saprofitico como du-
rante la interaccién con la planta huésped. Durante el crecimiento saprofitico en medio sintéti-
co liquido la expresién es mayor durante la fase de germinacién de las esporas y de emision de
los tubos germinativos, disminuyendo durante la fase de extensién y elongacién del micelio. /7
planta, Bemimpl muestra un patrén de expresion transitoria, siendo maxima durante las fases
de penetracién, de expansion de las lesiones dispersivas y de colonizacién y maceracién del
tejido infectado y mostrando niveles basales durante la fase de latencia, a las 32 hpi, cuando la
planta parece ser capaz de controlar la infeccidn, y a las 96 hpi, cuando el patdgeno ha podido
vencer las barreras defensivas de la planta en las lesiones dispersivas y antes de colonizar todo el

tejido infectado.

3. El gen Bemimpl codifica una proteina estructural localizada en la membrana interna de la mi-

tocondria.

4. Laeliminacién de la proteina BCMIMP1 no produce diferencias fenotipicas evidentes durante
el crecimiento saprofitico de B. cinerea. En cambio, si determina diferencias en su capacidad de
infeccién y colonizacién in planta. Sorprendentemente, los mutantes carentes del gen Bemimpl

muestran un aumento de su capacidad para infectar a la planta huésped.
5. Podemos argumentar que la proteina BCMIMP1 estd relacionada con el metabolismo mitocon-
drial y que su eliminacién conduce a una desorganizacién de la membrana mitocondrial que

determina un fenotipo de mayor virulencia in planta.

6. Las distintas aproximaciones experimentales empleadas en este trabajo con el objeto de iden-

tificar y aislar el gen que codifica el RNA mensajero de aproximadamente 1,0 kb de tamafio
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10.

11.

detectado también con el fragmento de “differential display” ddB47 han resultado infructuo-
sas. Se ha comprobado que el genoma de B. cinerea presenta numerosas regiones ricas en los
nucleétidos de Adenina y de Guanina con una organizacién de tipo microsatélite, algunas de
las cuales corresponden a la regién estructural de genes que son transcritos en la condiciones
experimentales investigadas en este trabajo. Ninguna de las secuencias analizadas en este trabajo

corresponde al gen Bde47B.

El fragmento de “differential display” ddB2 detecta un RNA mensajero codificado por el gen

de copia tnica Bczcl.

El gen Bcrel se expresa a niveles detectables mediante hibridacién Northern dnicamente du-
rante la interaccién del patégeno con su planta huésped y en fases muy definidas de la misma,
concretamente durante los estadios mds tardios del proceso de infeccién, correspondientes a las

fases de colonizacién y de maceracién del tejido infectado.

El gen Bezel codifica una proteina de tipo ciclina, que presenta homologia con ciclinas de tipo

Cy K, relacionadas con la regulacién de la transcripcién.

La eliminacién del gen Bczel resulta letal en B. cinerea, lo que supone que el gen es esencial en

este organismo.

Tomadas en conjunto, las observaciones derivadas del anélisis de expresién y del andlisis fun-
cional de los genes Bemimpl y Betel llevados a cabo en este trabajo sugieren que la adaptacion
del patégeno a una situacion de interaccion con el huésped determina la modulacién, por una
parte, de la actividad mitocondrial en las distintas fases del proceso de infeccién y, por otra, de
la transcripcién de una proteina tipo ciclina probablemente implicada en el control de la trans-

cripcién de otros genes.
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