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c-PTIO 2-(4-carboxifenilo)-4,4,5,5-tetrametilmidazolina-1-oxil-3-
oxido de sal de potasio

dNTP Deoxinucledtido-5’-trifosfato

dUTP 2’-deoxiuridina 5’-trifosfato

DEPC Dietilpirocarbonato

DETA/NO Diethylenetriamina

DMSO Dimetil sulféxido

DIG Digoxigenina-11-desoxiuridina-5’-trifosfato

DMSO Dimetil sulfoxido

DNAse Desoxirribonucleasa

DO Densidad 6ptica

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

et al. Et alii, y colaboradores

g Gramo

g Aceleracion de la gravedad

G Guanidina

GFP Green Fluorescent Protein, proteina verde fluorescente

hpi Horas post infeccién

HR Hypersensitive response, respuesta de hipersensibilidad

IPTG Isopropil B-D-tiogalactopirandsido

kb Kilobases (1000 pares de bases)

kDa kilodaltons

Kg Kilogramo

1 Litro

LMW Marcador proteico de bajo peso molecular

L-NAME Ny-niro-L-arginana metil ester hidroclorida

m Metro

M Molar

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase, proteinas activadas por
mitégeno

Mb Megabases (1000 kilobases, 1.000.000 pares de bases)

mm Milimetro

mM Milimolar

mRNA ARN mensajero

MOPS Acido-3-morfolinopropanosulfénico

N Normal

XI
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NADH
ng

nM
ORF
PCR

PEG

PA

pg

pmol
PMSF
RH
RNAse
ROS
rRNA
r.p.m.
RT-PCR
SAR
SDS
SDS-PAGE
SNP

T

TAE
TEMED
Tris

U

uv

ug

ul

uM

\"

vol.
X-Gal

XII

Dinucleétido de nicotinamida adenina
Nanogramos

Nanomolar

Open Reading Frame, marco de lectura abierta
Polymerase Chain Reaction, reaccién en cadena de la
polimerasa

Polietilénglicol

Picoamperios

Picogramos

Picomoles

Fenil metano sulfonilo fluorida

Respuesta de hipersensibilidad

Ribonucleasa

Reactive oxygen species, especies reactivas de oxigeno
ARN ribosémico

Revoluciones por minuto

Retrotranscriptase- PCR, transcripcion inversa
Sytemic adquired resistence, resistencia sistémica adquirida
Dodecilsulfato Sédico

Electroforesis del gel de poliacrilamida SDS
Nitroprusido de sodio

Timina

Tris acético EDTA

N,N,N',N'-Tetrametil etileno diamina

Tris (hidroximetil) aminometano

Uracilo

Ultravioleta

Microgramo

Microlitro

Micromolar

Voltio

Volumen

5-Bromo-4-cloro-3-indol B-D-galactésido
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RESUMEN

Botrytis cinerea es un hongo fitopatégeno causante de la podredumbre gris en
vifiedos de todo el mundo y responsable de grandes pérdidas en las producciones
vitivinicolas. También es considerado como uno de los principales patégenos
responsables del deterioro de frutas y hortalizas durante su cultivo y en postcosecha.
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 desarrollar la infeccion. Sin embargo, los
mecanismos que participan en estos procesos atn no han sido esclarecidos en su
totalidad. En este sentido, es necesario destacar que el dxido nitrico (NO) juega un
papel fundamental en sefializacién celular durante la activacion de los mecanismos
de defensa de la planta, participando en la induccién de la muerte celular programada
del huésped mediante la activacion y modulacion de la respuesta de
hipersensibilidad. El estudio de la produccién y degradacién del NO resulta, por lo
tanto, esencial para entender los procesos de muerte celular y la sefializacion en las
células vegetales y flingicas durante el establecimiento y progreso de una interaccion
planta-patégeno.

Las flavohemoglobinas son un grupo de proteinas encargadas de la rapida
degradacion del NO y su estudio en el contexto del andlisis de la interaccion entre B.
cinerea y su huésped puede ofrecer informacién de enorme interés por su posible
funcién moduladora de los niveles de NO. Estas proteinas son esenciales en el éxito
de patégenos vegetales como Erwinia chrisanthemi y de hongos patégenos de
humanos como Cryptococcus neoformans. B. cinerea tiene un tnico gen codificador
de flavohemoglobina (Bcfhgl), gen que se expresa durante todos sus estados de
desarrollo, excepto en esporas en reposo, alcanzando un maximo de expresion
durante la germinacion de esporas y decayendo ésta posteriormente. La expresion de
Bcfhgl aumenta 5 veces cuando se aplica NO exdgeno a esporas recién germinadas.
Sin embargo, el incremento en la expresion determinado por NO exdgeno es muy
reducido en micelio maduro. El nivel de expresion de Bcfhgl en planta es maximo a

las 8 horas postinoculacion (hpi), reduciéndose en un 70-75% entre las 12 y 120 hpi.
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La expresion de la proteina BcFHGI1 en una cepa mutante de S. cerevisiae
deficiente en la actividad de la enzima flavohemoglobina proporcioné evidencias
bioquimicas y genéticas de que la proteina codificada por el gen Bcfhgl es una
enzima flavohemoglobina que metaboliza NO. El estudio comparativo de la cinética
de degradacion de NO en la cepa silvestre de B. cinerea y en cepas mutantes
ABcfhgl demostraron que la flavohemoglobina de B. cinerea metaboliza NO de una
forma rdpida y eficiente, y que ésta presenta una gran afinidad por el NO. Estos
estudios demostraron, ademds, que la degradaciéon de NO llevada a cabo por la
enzima BcFHG1 constituye el mecanismo cuantitativamente mas importante, si no el
unico, implicado en la detoxificacién de NO en B. cinerea.

Los mutantes ABcfhgl son incapaces de metabolizar NO. Es posible
argumentar que una reduccion de la capacidad de degradacion de NO por parte de las
cepas mutantes podria determinar un aumento en los niveles de NO en la zona de
infeccion (lesidon) e incrementar los niveles de la activacion de la HR de la planta,
favoreciendo asi el progreso de la infeccion de un patégeno necrotrofo. Por otra
parte, y dado el efecto antimicrobiano que ejerce el NO, una disminucién de la
capacidad del patégeno para detoxificar NO podria limitar la capacidad de
supervivencia del patégeno en el ambiente ciertamente hostil que se genera durante
la activacion de la muerte celular programada. Sin embargo, el establecimiento y el
progreso de la infeccién no se ven significadamente alterados en los mutantes
ABcfhgl.

Tomadas en conjunto, estas observaciones indican que, aunque la
flavohemoglobina de B. cinerea codificada por Bcfhgl puede jugar un importante
papel durante los estados de desarrollo del hongo mds tempranos, ciertamente la
actividad de detoxificacion de NO que lleva a cabo esta enzima, por si sola, no
parece ser un factor esencial en relacién con la capacidad de infectar a su huésped de
este hongo necrotrofo. Sin embargo, no se puede descartar su participaciéon y
relevancia en la misma. Las observaciones llevadas a cabo en este trabajo
demuestran que B. cinerea puede producir NO por si mismo. Es interesante destacar
que esta produccién de NO por parte del patdgeno es inducida por la exposicién a
NO exdgeno, al menos en aquéllas fases del ciclo de desarrollo del patégeno durante

su crecimiento saprofitico en medio liquido en las que se observa una reduccién de
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los niveles de expresion del gen Bcfhgl. B. cinerea también produce NO, y en
cantidades importantes, in planta, durante el progreso del patégeno sobre el tejido
vegetal infectado, en particular durante la fases de formacién y expansion de las
lesiones primarias. Por lo tanto, a la hora de analizar la importancia del papel del NO
en el contexto de la capacidad del patégeno para infectar a su huésped quizds no sea
unicamente la detoxificacion de éste por flavohemoglobinas el factor a considerar
sino, de manera mds general y desde una perspectiva mds global e integradora, el
metabolismo del NO durante la interaccién como agente modulador de los niveles de
NO tanto exégeno (producido por las células vegetales) como, sobre todo, endégeno
(producido por B. cinerea) que se generan durante el establecimiento y progreso de
la interaccion.

A lo largo de esta investigacion se ha demostrado que el proceso de
transformacion de B. cinerea determina la apariciéon de variacién de origen
epigenético que dificulta el andlisis fenotipico de las cepas mutantes generadas
utilizando procedimientos basados en la transformacion. Estos cambios son,
probablemente, consecuencia de una respuesta de defensa del hongo que éste elabora
ante la situacién de estrés sufrido por las células fingicas durante la produccién de
protoplastos, el tratamiento con PEG o el choque térmico, respuesta que debe
implicar un cambio en los patrones de expresion génica del hongo y que resulta en un
fenotipo particular. Es interesante destacar que el fenotipo producido puede ayudar a
superar las situaciones de estrés ya que, entre otras alteraciones, se observa en las
cepas derivadas la produccién de un mayor ndimero de estructuras de resistencia
(esclerocios).

También hemos evaluado la utilizacién del silenciamiento génico como
herramienta para el andlisis de la funcidén génica generando construcciones en las que
se fusiona la regién codificante de un marcador seleccionable de resistencia a un
antibidtico bajo el control de un promotor dado a un fragmento de ADN que incluye
la regiéon terminal de la secuencia codificante del gen a silenciar y su propio
terminador. Con esta metodologia se ha silenciado el gen Bcfhgl a niveles diferentes.

Con el estudio del papel del NO en la infeccion causado por B. cinerea se
pretende contribuir a desarrollar nuevas estrategias de lucha que permitan una

agricultura mas sostenible y en algunos casos, como el de la vid, controlar el
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patégeno sin depreciar un cultivo de alto valor econémico. Asimismo, el incremento
en el conocimiento cientifico de las funciones que ejerce el NO en el reino
taxondémico de los hongos servird de base a futuras investigaciones en campos tan

diversos como la medicina o el medioambiente.
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1- BOTRYTIS CINEREA

La podredumbre gris es una enfermedad conocida desde la antigiiedad. Plinio
el viejo ya la describia en el siglo primero de nuestra era y en 1895 Ravaz le ponia
nombre. Botrytis cinerea, el agente causante de la enfermedad, afecta a mas de 200
tipos de plantas y estd extendida por todo el mundo. Sin embargo, es sin duda en los
vifiedos donde causa mds dafos y tiene un mayor conocimiento por parte del publico.

Fue considerada como una enfermedad secundaria de la vid (Vitis vinifera)
hasta las grandes epidemias de filoxera y la reconstruccion de los vifiedos por injerto.
Actualmente es uno de los problemas mds importantes del viticultor por la grave
incidencia que tiene sobre la calidad de los vinos. Asimismo, es un gran problema en
horticultura produciendo una reduccién de cosecha de entre un 20 y 25 % en cultivos
de fresa en Espafia y un 20 % en cultivos de flor en Holanda.

Capaz tanto de lo mejor como de lo peor, Botrytis cinerea, bajo ciertas
condiciones climdticas en el otofio, se desarrolla sobre las uvas para producir la
podredumbre noble y dar origen a prestigiosos vinos como el Tokay de Hungria, los
Sauternes de Francia y los vinos alemanes de Auslese, Beerenauslese y

Trockenbeerenauslese.

1.1. B. CINEREA EN VID

1.1.1 Sintomatologia

La sintomatologia que B. cinerea produce se puede dar en vivero, sobre las
partes vegetativas herbaceas y lefiosas, sobre los racimos de uva y en post-cosecha.

Durante la formacién de plantones de vid en vivero, el hongo puede atacar las
zonas injertadas. Para tener un mayor éxito en el injertado se mantiene a las plantas
en unas condiciones himedas y templadas, las cuales son ideales para el hongo.

En los vifiedos donde la primavera es frecuentemente lluviosa, se pueden
observar los ataques en ramas jovenes. Se manifiesta por una necrosis marrén que se

puede recubrir por las fructificaciones del hongo. La necrosis es generalmente de
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bordes irregulares y generalmente se marchita y se rompe la parte por debajo de la
rama atacada. Sobre las hojas se observan manchas ocres situadas al borde del limbo
y de forma triangular que en general no suelen tener una gran incidencia. Antes de la
floracion las inflorescencias pueden ser atacadas en los botones florales, aunque la
planta suele desechar las partes atacadas. Al final de la floracién las bayas jovenes
abortadas pueden ser colonizadas por el hongo y ser utilizadas como reservorio
saprofitico para un posterior ataque sobre las uvas (Viret et al., 2004). El ataque
sobre los pedicelos se traduce en pequefias manchas marrones que, segin las
condiciones climdticas, pueden invadir la parte de las bayas cercanas a la necrosis.
En los vifiedos de zonas mds calidas el hongo también ataca los pedinculos de los
racimos produciendo su caida o marchitamiento. Antes de la maduracién, las bayas
tedricamente no son receptivas al patdégeno, a no ser que las condiciones climaticas
sean particularmente lluviosas o si los restos florales permanecen adheridos a las
bayas. La enfermedad empieza a afectar a las uvas al inicio de la maduracion a partir
de fragmentos vegetales infectados. En las cepas de uva blanca se facilita la vision
del progreso de la infeccion al adquirir las uvas progresivamente un color marrén
claro a partir del punto de contaminacién (Fig. 1 A). Cuando la baya estd
completamente cubierta, enseguida se ven aparecer los conidiéforos o cuerpos
fructiferos en la superficie de la uva. Si la contaminacién se realiza por conidios, se
aprecian pequefias manchas marrén claro sobre la baya, que progresivamente se
expanden hasta colonizar toda la uva. A partir de una baya atacada, el hongo se va a
desarrollar para invadir la totalidad del racimo (Fig. 1 B).

Durante el reposo vegetativo de los vifledos, sobre todo en vifiedos
vendimiados mecdnicamente, se pueden observar en los sarmientos unas pequefias
prominencias negras y duras de dimensiones variables llamadas esclerocios.
Asimismo, los sarmientos pueden presentar un micelio blanquecino indicativo de la
presencia del hongo. A la primavera siguiente, los esclerocios y zonas blanquecinas,
que han actuado como formas resistentes durante el invierno, fructifican produciendo

conidios.
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Figura 1. Infeccion de B. cinerea sobre vid.

A-Variedad Verdejo (Pefiafiel, Burgos); B- variedad Malvasia (Toro, Zamora).

Los sintomas durante el almacenamiento en frio de la uva de mesa presentan
unas necrosis marrén claro de forma circular que acaban invadiendo toda la uva. Se
puede desarrollar una podredumbre himeda sobre el raquis que se recubre de un
micelio estéril gris. La podredumbre se expande por proximidad de unos racimos a

otros.

1.1.2. Danos cuantitativos

Antes y durante la floracién las inflorescencias se pueden marchitar, aunque
generalmente sélo se producen pequefias pérdidas del futuro racimo. El dafio
producido en este estado es dificilmente calculable y se podria decir que se trata de
un aclarado de la fruta natural. Desde el inicio de la maduracién a la recoleccion las
pérdidas son considerables sobre todo si las condiciones climdticas favorecen la
infeccion del hongo. En Francia el dafio producido por B. cinerea en vinedos se
estima entre un 15 a un 40 % de la cosecha dependiendo de las condiciones

climaticas.

11



Papel del NO en B. cinerea

1.1.3. Daiios cualitativos

Los dafios cualitativos que puede producir la podredumbre gris en vid se

pueden agrupar en los siguientes puntos:

12

Accién sobre el metabolismo de azicares y dcidos. El ataque del hongo sobre la
uva se manifiesta en primer lugar por un aumento del nivel de los azicares,
seguido de un fenémeno de concentracién de éstos. En este estado, rapidamente,
y sobre todo coincidiendo con la salida de los conidiéforos, el hongo experimenta
un fuerte consumo de glucosa. Al mismo tiempo, se elevan los niveles de 4cido
glucénico y de glicerol. El 4cido glucénico se combina con el SO, durante la
vinificacién produciendo asi su inactivacién y el consecuente efecto en la calidad
del vino.

Oxidacion enzimdtica de compuestos fendlicos. Botrytis produce fenoloxidasas
en cantidades directamente proporcionales al nivel de podredumbre gris en la
vendimia. Estas enzimas son muy estables y responsables de la oxidacién
enzimdtica de los compuestos fendlicos responsables del color y aromas en los
vinos tintos. De esta forma, los vinos tintos toman un color marrén con olores y
sabores desagradables.

Incidencia sobre el aroma de los vinos. En los vinos de variedad Moscatel el
ataque de B. cinerea produce la reduccion de terpenos responsables del aroma de
los mostos. En la variedad Sauvignon, las quinonas producidas por la oxidacién
de los compuestos fendlicos reaccionan con los precursores de aromas
destruyendo los sabores propios de esta uva.

Produccidn de polisacéridos. El metabolismo de B. cinerea produce polisacaridos
extracelulares, glucanos, que dificultan considerablemente las operaciones de
filtracién y clarificacion de los vinos.

Indirectos. El efecto de una temprana recoleccién de la uva para reducir los
posibles dafios ocasionados por el hongo puede reducir la calidad de los vinos

drasticamente.
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1.1.4. Sensibilidad del huésped (Vitis vinifera)

El estudio de la sensibilidad de cepas a la podredumbre gris tiene una gran
importancia econémica. La arquitectura del racimo es uno de los factores mas
importantes que influyen en las diferencias de sensibilidad observadas en las
diferentes variedades. Las cepas con racimos compactos, donde la podredumbre se
puede desarrollar mds facilmente por proximidad, son en general mas sensibles que
las cepas con racimos mds ralos. Asi, la misma cepa de B. cinerea puede tener
diferente respuesta en virulencia dependiendo de la variedad de vid infectada
(Vallejo et al., 2003).

La produccién de fitoalexinas causa un efecto antimicrobiano que frena el
desarrollo del patégeno (Jeandet er al., 2002). Variaciones en la produccion de
fitoalexinas o de la degradacion de éstas por parte del hongo producen un efecto
directo en la infeccién producida por B. cinerea (Kliebenstein et al., 2005).

Variedades mas resistentes presentan una epidermis mas dificilmente franqueable
por Botrytis. La cantidad y calidad de las pectinas constituyen una de las mayores
barreras celulares, asi como la cantidad de los compuestos fendlicos (Lionetti et al.,
2007; Valette-Collet et al., 2003). De este modo, las variedades menos resistentes
tienen mayor cantidad de pectinas solubles en agua que serdn mds facilmente
degradables por el hongo y una menor cantidad de compuestos fendlicos.

En la figura 2 se observa la infeccion de B. cinerea sobre Malvasia y Tinta del
Pafs, las cuales tienen una alta sensibilidad a la enfermedad. Otras variedades de uso
comuin en Espafia, como la Merlot o la Cabernet Sauvignon, tienen una mejor

resistencia a la enfermedad principalmente por la configuracién de sus racimos.

13
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Figura 2. Infeccion de B. cinerea sobre racimos de uva.

A- Infeccion sobre la variedad Malvasia en la denominacién de origen Toro (Zamora). B-
infeccion sobre la variedad Tinta del Pais en la denominacién de origen Ribera del Duero
(Burgos).

La receptividad de los 6rganos vegetales estd bien delimitada en el tiempo.
Las hojas y las ramas son atacadas en los estados juveniles, las inflorescencias son
siempre receptivas, incluidos el raquis y los botones florales, y las uvas no suelen ser

receptivas hasta el inicio de su maduracion.

1.1.5. Factores que afectan la agresividad del patégeno
1.1.5.1. INFLUENCIA DE LOS FACTORES AMBIENTALES

La profundidad del suelo tiene una gran influencia sobre el desarrollo de la
podredumbre gris. Un suelo profundo favorece un enraizamiento profundo y un suelo
poco profundo lo contrario. De este modo, si el suelo es profundo, la absorcién de
agua por la planta es débil y no se produce un aumento del contenido del agua de las
bayas. Sin embargo, si el enraizamiento es superficial, la absorcién de agua es muy
rapida, las bayas se llenan de agua y son mas sensibles al hongo.

El clima ejerce un papel esencial en el desarrollo de la podredumbre gris,
pero no sélo en las semanas anteriores a la vendimia, sino también durante y después

de la floracién. De este modo, las lluvias durante y después de la floracion
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condicionan el estado fisioldgico de la cuticula de las bayas haciéndolas mas

vulnerables al ataque de B. cinerea. También el granizo y la lluvia violenta pueden

ocasionar lesiones en las bayas que facilitan la infeccién por el hongo.

1.1.5.2. INFLUENCIA DE LOS FACTORES BIOLOGICOS

Los factores bioldgicos que pueden afectar al progreso del hongo se pueden

resumir en los siguientes puntos:

a- Insectos. Las polillas del racimo consisten en varias especies de lepidopteros,

destacando en Espafia Lobesia botrana Den. y Shiff. Las galerias causadas

por las larvas constituyen puertas de entrada para B. cinerea. Asi, la larva

penetra en la baya transportando el indculo del hongo y favoreciendo las

heces del insecto la germinacién de los conidios.

b- Oidio. La rotura de las bayas que produce el patégeno favorece el desarrollo

posterior de B. cinerea.

c- Intervencion humana.

La eleccion de porta injerto influye en la tasa de podredumbre gris. De
este modo, el porta injerto S04 es notablemente més sensible a B. cinerea
que las cepas 41B y Fercal.

La fertilizacién nitrogenada puede afectar el desarrollo de la enfermedad,
aunque esta afirmacion es bastante discutida. Sin embargo, las tasas de
nitrégeno en el mosto si tienen un claro efecto.

La forma de mantenimiento del suelo influye en el enraizado de las
plantas y asi en su absorcién de agua y nitrogeno, el vigor de las plantas y
el grosor de las bayas. Parcelas que tienen una cobertera vegetal tienen
una menor tasa de podredumbre gris.

La forma de poda y el entresacado de los racimos influyen en la aireacién

y en el riesgo de desarrollo de la enfermedad.

1.1.5.3. INFLUENCIA DE FACTORES GENETICOS

B. cinerea tiene una inusual variabilidad que le caracteriza y dificulta su

control. Esta variabilidad es evidente en caracteristicas tales como la patogenicidad
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(Lorenz, 1983), la capacidad y los patrones de crecimiento (Grindle, 1979), la
produccion de enzimas in vitro e in vivo (Leone, 1990) o las resistencia a fungicidas
que aparecen rapidamente en el campo cuando se aplican agentes quimicos para
proteger los cultivos (Katan et al., 1989; Raposo et al., 1996). El origen de esta
variabilidad fenotipica y, por lo tanto, genética, y los mecanismos responsables de la
misma atn no se comprenden de manera adecuada. Con frecuencia se observa que la
descendencia asexual de determinados aislados es fenotipicamente muy diversa,
asumiéndose que, al menos en parte, esta diversidad tiene su origen en la naturaleza
multinucleada y heterocarionte del patégeno (Grindle, 1979; Lorenz, 1983). Por otra
parte, la relevancia de la reproduccién sexual como mecanismo generador de
variabilidad genética en esta especie es en la actualidad motivo de controversia
porque, aunque se ha descrito el teleomorfo de B. cinerea, Botryotinia fuckeliana, y
se ha demostrado que la especie mantiene la sexualidad y es posible reproducir el
ciclo sexual incluso en el laboratorio, las estructuras sexuales han sido identificadas
en la naturaleza en muy contadas ocasiones (Lorbeer, 1980).

El uso de marcadores de tipo RAPD para caracterizar una pequefia coleccion
de aislados de B. cinerea, demostré que todos ellos eran genéticamente diferentes y
que los marcadores RAPD detectados segregaban independientemente de forma
mendeliana y que no estaban ligados (van der Vlugt-Bergmans et al., 1993). El
estudio de una coleccién mas numerosa de aislados de B. cinerea recogidos dentro y
fuera de invernaderos en Holanda demostré que, con muy raras excepciones, todos
ellos eran genéticamente diferentes, no pudiendo establecer, ademds, ninguna
relacion entre los aislados analizados en cuanto a niveles de patogenicidad, origen o
afno de aislamiento (Kerssies et al., 1997).

El trabajo realizado con una coleccion de 259 aislados recogidos sobre vid en
distintos vifiedos franceses y 107 aislados recogidos en otras especies vegetales
cultivadas en los alrededores de vifiedos 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; Giraud et al., 1999). Este nivel de diversidad
genética sugiere que el impacto de la propagacion clonal en las poblaciones naturales

de B. cinerea es reducido y la recombinacién probablemente juega un papel
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importante. Asimismo, en este trabajo se estudié las frecuencias alélicas en los
aislados que diferian en la presencia o ausencia de dos elementos transponibles
(Flipper y Boty), donde han encontrado evidencias que sugieren que en la naturaleza
estan coexistiendo en realidad dos especies muy préximas pero genéticamente
diferentes de B. cinerea.

Trabajos llevados a cabo sobre poblaciones de aislados recogidos en
invernaderos en dos regiones de Almeria, indican que en las poblaciones analizadas
existe un muy alto grado de diversidad genética, existiendo una diferenciaciéon muy
reducida entre las subpoblaciones procedentes de distintos invernaderos o entre las
dos regiones (Alfonso et al., 2000; Moyano et al., 2003b). Més recientemente,
estudios de la variabilidad de genes funcionales de la poligalacturonasa mostraron ser
altamente polimoérficos aunque su influencia en patogenicidad es limitada (Rowe y

Kliebenstein, 2007).

1.2. B. CINEREA EN OTROS HUESPEDES

B. cinerea ataca un amplio espectro de plantas en climas templados
incluyendo algunos cultivos con gran importancia econdmica como frutas, hortalizas,
flores o bulbos. Como ya hemos indicado en el punto anterior, el mayor impacto que
produce el hongo es sobre vid. Sin embargo, cabe mencionar la importancia de la
enfermedad sobre otros cultivos.

En cultivos de fresa, B. cinerea es una de las mas importantes enfermedades,
ya que es capaz de infectar tejidos vegetales, tanto jovenes como senescentes
(Powelson, 1960). Las inflorescencias jovenes son muy susceptibles a la infeccion y
con frecuencia el hongo llega a extenderse por el pedicelo. Las infecciones del fruto
normalmente se desarrollan como lesiones blandas de color marrén claro que
rapidamente se extienden por el fruto originando, posteriormente, una cubierta de
conidios. El hongo se desarrolla mejor en las zonas protegidas de la planta donde la
humedad es mads alta por la ausencia de aireacion. Asimismo, las operaciones de
recoleccién del fruto pueden transmitir la enfermedad a otras fresas sanas

acrecentando el problema. Para reducir la incidencia de la enfermedad, durante el
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cultivo de fresa se realizan una serie de operaciones agronémicas como la separacién
de la planta del suelo para aumentar la aireacién y evitar la contaminacién de los
frutos.

Los cultivos de invernadero tienen a B. cinerea como uno de sus mayores
problemas. El hongo se desarrolla en épocas frias, cuando se dan las mejores
condiciones para su desarrollo, atacando hojas, tallos, flores y sobretodo frutos. Sin
embargo este periodo de tiempo coincide con la méxima actividad de los
invernaderos. El control quimico produce rdpidamente resistencias en el hongo y se
hace necesario, en este ambiente, la implementacién de sistemas de control integrado
(Moyano et al., 2003a).

B. cinerea es 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
depreciacion econdmica. La alta humedad relativa, la proximidad de los frutos y la
baja temperatura favorecen el dafio ocasionado por el hongo. Ademads, el control
quimico estd restringido, ya que no se pueden cumplir los plazos de seguridad y
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, 2007), los compuestos volatiles
emitidos por la baya de Vitis lambrusca en kiwi (Actinidia deliciosa) (Kulakiotu et
al., 2004) o el metil jasmonato en flores cortadas de Freesia hybrida (Darras et al.,

2007).

1.3. SISTEMATICA Y DESCRIPCION

La forma perfecta del hongo, Botryotinia fuckeliana Whetzel, pertenece a la
divisién Ascomycota, orden Leotiale, familia Sclerotiniaceae. Fue descrito 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 por 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 um.

La forma sexual es poco comiin en la naturaleza.
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La forma imperfecta es B. cinerea. El micelio es marrén oliva de 11 a 23 pm
de didametro. Tiene conidi6foros de 1 a 3 mm de largo que se dividen en numerosas
ramas para terminar en una célula apical alargada donde se producen los conidios.
Los conidios (10-12 x 8-10 pm) son ovoides o globulosos, lisos, unicelulares y
ligeramente grisdceos. También produce microconidios unicelulares de 2 a 3 um de
didmetro a partir de micelio viejo.

Cuando las condiciones climéticas se vuelven desfavorables en el otofio y
principios del invierno, el micelio produce esclerocios (2-4 x1-3 mm) negros,
discoidales y fuertemente sujetos al sustrato. Estdn formados de una médula
constituida de filamentos agregados de micelio y de una cobertura de células
corticales melanizadas.

En cultivo in vitro, el micelio se desarrolla muy rdpidamente, con un color
blanco que cambia posteriormente a un marrén oliva. A temperaturas inferiores a
15°C el micelio produce numerosos esclerocios. A temperaturas superiores a 15 °C,

el micelio esporula profusamente produciendo conidios de color gris.

1.4. BIOLOGIA DEL HONGO

B. cinerea tiene caracteristicas particulares dentro de los hongos
fitopatogenos. Es polifago y puede atacar practicamente a todas las especies de
plantas cultivadas y salvajes. Es ubicuo y se encuentra alrededor del mundo y en casi
todos los climas. Pero la caracteristica que le hace mds especial es que se sitda en la
frontera entre el saprofitismo y el parasitismo, desarrollindose como saprofito sobre
residuos vegetales antes de convertirse en pardsito. La figura 3 ilustra el ciclo de vida
del hongo en vid.

El hongo se conserva en forma de esclerocios durante el invierno en ramas y
sarmientos, pero a su vez lo puede hacer en forma de micelio sobre la epidermis de la
corteza de la planta. Los conidios pueden igualmente sobrevivir en grietas de la
corteza de las ramas.

En la primavera los esclerocios y el micelio producen conidios que el viento y

la lluvia se encargan de diseminar. Durante el dia la cinética de diseminacion esta en
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funciéon de la humedad relativa, reduciéndose esta diseminacion drasticamente
durante la noche (Jarvis, 1962). Desde abril la tasa de diseminacién se incrementa
hasta llegar a su maximo en el momento de maduracién de frutos.

Los conidios germinan en un rango de temperaturas entre 1 °C a 30 °C, con
un 6ptimo de temperatura de 18 °C. En medio acuoso, la germinacion es estimulada
por nutrientes exdgenos que pueden provenir de polen o exudados celulares. En
ausencia de agua libre la germinacién puede tener lugar si la humedad relativa es
superior al 90 %. La infeccién se produce a una temperatura 6ptima entre 15 °C y
20°C en presencia de agua libre o de una humedad relativa superior al 90 % por al
menos 15 horas. Para temperaturas més bajas la duracion de la humectacion o la

humedad relativa debe ser més alta para el éxito de la infeccion.
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Figura 3. Ciclo de vida de B. cinerea en V. vinifera.
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1.5. METODOS DE LUCHA

1.5.1. Control Quimico

Desde la primera utilizacion de los metil benzimidazol carbamatos hace 35
afios, se observo el riesgo que tiene la aplicacidon repetida de fungicidas en el
incremento de la resistencia generada por B. cinerea. Para reducir la seleccion de
cepas resistentes a fitosanitarios se deben aplicar dosis altas, sin sobrepasar los
limites de residuos, y alternar fungicidas con diferente modo de accién sobre el
hongo. Sin embargo, cuando se trata de proteger cultivos durante periodos largos de
tiempo, en los que hay una continua floracién y fructificacion, surgen problemas de
resistencia. Asimismo, el tiempo desde la aplicacion del fitosanitario y la recoleccion
puede ser insuficiente para la proteccién del cultivo y evitar niveles altos de residuos
en el producto, no siendo de utilidad el control quimico.

Existen cinco categorias de fungicidas segin su modo de accién: los que
afectan a la respiracion, a la formacion de microtibulos, a la osmoregulacion,
inhibidores de la sintesis de esterol y aquellos cuya toxicidad es revertida por
aminoacidos (Williamson et al., 2007). Los fitosanitarios multidiana que afectan a la
respiraciéon han sido ampliamente utilizados contra B. cinerea sin resultar en un
amplio desarrollo de resistencias. Tal es el caso del tiram, mancozeb, captan,
diclofluanida, tolifluanida. Sin embargo, se ha comprobado que los genes Dicl y
Dic2 confieren resistencia a diclofluanida en aislados de campo (Pollastro et al.,
1996). Los metil benzimidazol carbamatos inhiben la formacién de la B-tubulina pero
desarrollan rdpidamente resistencia mediada por el gen Mbc1, obligando, para evitar
resistencias, al uso de altas concentraciones, las cuales producen una gran
persistencia del fitosanitario, lo que limita su uso (Weeds et al., 1999). Las
dicarboximidas presentan actividad contra conidios y micelio al afectar al estrés
osmotico. Sin embargo, un solo gen polimérfico, Dafl, confiere la resistencia de B.
cinerea a dicarboximidas, aunque proporciona una menor supervivencia de
esclerocios (Raposo et al., 2000).

Desde mediados de la década de los noventa, tres nuevos compuestos con una

acciéon potente contra B. cinerea estin disponibles en el mercado: las
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anilinopirimidinas, los fenilpirroles y, mds recientemente, las hidroxianilidas
(Rosslenbroich y Stuebler, 2000).

Las anilinopirimidinas estdn representadas por los compuestos ciprodinilo,
pirimetanilo y mepanipirima. Estos no afectan a la germinacién de esporas, pero
inhiben la elongacién del tubo germinativo y el crecimiento micelial inicial en B.
cinerea. Las anilinopirimidinas se extienden hasta ciertos niveles sistémicamente y
estdn recomendadas como uso preventivo para lograr una buena eficacia y minimizar
el riesgo de resistencias a fitosanitarios. El modo de accién de las anilinopirimidinas
se basa en la inhibicion de la biosintesis de metionina y probablemente la diana sea la
cistarionina-f-liasa (Fritz et al., 1997). Asimismo, son capaces de inhibir la secrecién
extracelular de proteinas, incluyendo hidrolasas fungicas relacionadas con la
patogénesis como cutinasas, lipasas, celulasas y proteasas (Milling y Richardson,
1995). B. cinerea es capaz de generar resistencia a las anilinopirimidinas (Moyano et
al., 2004) y, a su vez, no perder la capacidad de crecimiento e infeccion (Bardas et
al., 2008).

Los fenilpirroles estan representados por el fludioxonil. No es sistémico, pero
es altamente resistente a la luz solar debido a sus anillos de fenilo. Inhibe la
germinacién de esporas, la elongacion del tubo germinativo y el crecimiento de
micelio de B. cinerea. Se ha demostrado la existencia de resistencia cruzada entre
fenilpirroles y dicarboximidas debida a dos genes situados en el mismo locus
(Vignutelli et al., 2002). Sin embargo, no se ha encontrado resistencia cruzada en
campo (Hilber et al., 1995). La diana de accién de esta familia estd en las cascadas
de sefializacidon de osmoregulacién y en concreto afectan a la proteina kinasa PK-III,
probablemente responsable del control de la sintesis de glicerol (Pillonel y Meyer,
1997).

Las hidroxianilidas, representadas por la fenhexamida (Fig. 4), tienen un
modo de accidn diferente a las otras clases de fitosanitarios, el cual esta relacionado
con la integridad y funcién de la membrana citoplasmatica, ya que la aplicacion
sobre hifas produce secreciones anormales (Rosslenbroich y Stuebler, 2000). Se ha
descrito resistencia a este quimico, aunque no se ha observado resistencia cruzada

con benzimidazoles y carboximidas (de Guido et al., 2007).
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Figura 4. Férmula quimica de la fenhexamida.

1.5.2. Control Biologico

El uso del control bioldgico se ha incentivado en aquellos casos en los que el
uso de fitosanitarios ha sido restringido debido a los residuos acumulados en las
producciones agricolas. Los agentes de control bioldgico utilizados incluyen hongos
filamentosos como Trichoderma harzianum, Clonostachys rosea (Gliocladium
roseum) 'y Ulocladium oudemansii, levaduras como Candida oleophila y
Cryptococcus albidus (Helbig, 2002), o bacterias como Streptomyces griseoviridis,
Bacillus subtilis y Pseudomonas syringae (Elad y Stewart, 2004). Sin embargo, los
agentes de control bioldgico presentan una serie de problemas como rangos limitados
de temperatura y humedad para una mdaxima eficiencia e influencia de las
fluctuaciones naturales de la microflora aborigen segtin los cambios en el ambiente y

en los exudados de la planta.

1.5.3. Practicas culturales

La podredumbre gris es potenciada por una alta humedad, una baja
luminosidad y temperaturas moderadas. Una alta humedad promueve la generacion
de conidios y permite la germinacién y penetracion en el huésped. La poda del
exceso de vegetacion facilita la aireacion y la reduccién de las condiciones que
favorecen el desarrollo de B. cinerea, siendo ésta muy eficaz para el control del
hongo en vid (Gubler et al., 1987). La alta humedad relativa ocasionada por la lluvia
se puede reducir en frutos blandos en floraciéon como la fresa o la frambuesa por

medio de tineles de plastico o coberturas protectoras de la lluvia lo que permite una
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gran expansion de estos cultivos. De este modo, en fresa se consigue una reduccién
de la enfermedad en un 90 % por medio de estas protecciones en comparacion con un
cultivo estandar (Xiao et al., 2001). El manejo de los cultivos en post-cosecha se
basa en el mantenimiento de la cadena de frio de frutos no madurados que no han
sufrido dafios durante su recolecciéon. La predicciéon de la enfermedad en
combinacidon con datos meteoroldgicos precisos, ha resultado muy eficaz en la
reduccién de los dafios producidos en fresa por el hongo mediante tratamientos

especificos en el tiempo (Berrie et al., 2002).

1.5.4. Mejora genética

La resistencia de plantas contra B. cinerea, si bien es probablemente la
estrategia mds "limpia" y ecoldgica, es ciertamente una estrategia dificil y compleja,
ya que no se han descrito genes mayores de resistencia frente a este patégeno en
ninguna especie vegetal. Esto probablemente es debido a la gran diversidad de
mecanismos de infeccion que un patégeno de sus caracteristicas posee. En algunos
cultivares de algunas especies, propiedades morfoldgicas (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 facilitar que la planta evite o escape a la accién del patégeno. Estas
caracteristicas suelen ser caracteres poligénicos, controlados por un nimero variable
de genes, lo que complica su transferencia a los cultivares de interés. No obstante se
han logrado resultados parciales interesantes en algunos casos. La cepa LYC4 de
Solanum habrochaites ha sido utilizada para investigar la resistencia de Solanum
lycopersicum por medio de poblaciones F2 para obtener una segregacion de la que se
dedujeron tres QTLs para resistencia a B. cinerea (Finkers et al., 2007b). Asimismo,
se obtuvieron otras siete QTLs a partir de 30 lineas individuales las cuales contenian
fragmentos diferentes y bien definidos de cromosomas S. habrochaites LYC4 en el
fondo genético de S. lycopersicum (Finkers et al., 2007a). El uso de QTLs de
resistencia a B. cinerea ofrece perspectivas excelentes para la mejora de su control en

tomate.
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2. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD
EN B. CINEREA

El genoma de B. cinerea se compone de unos 42,66 millones de pares de
nucledtidos. El proyecto de secuenciaciéon del genoma de la cepa B05.10 ha
permitido identificar un total de 16.448 genes (Botrytis-cinerea-Sequencing-Project,
2008). B. cinerea tiene una amplia variacién natural en virulencia y morfologia
(Vallejo et al., 2003). Por ello, el andlisis de su genoma es una poderosa herramienta

en el estudio de los procesos que permiten la infeccion del hongo en la planta.

2.1. ESTRATEGIAS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO
DE LOS MECANISMOS DE PATOGENICIDAD EN B.
CINEREA.

Dada la importancia de las pérdidas econdmicas que determina B. cinerea en
numerosos cultivos y dadas las dificultades encontradas para controlar al patégeno en
campo de manera permanente y segura desde el punto de vista medioambiental, han
sido muy importantes los esfuerzos de investigacion llevados a cabo para identificar
factores o elementos clave en el proceso de infeccién de B. cinerea sobre los que
intervenir desarrollando estrategias de control alternativas al control quimico. Con
este objeto, distintos grupos de investigacion han trabajado, y trabajan en la
actualidad, tratando de diseccionar genéticamente los mecanismos de patogenicidad
de B. cinerea.

Podemos definir “factor de patogenicidad” como cualquier factor que
contribuya a la penetracion, invasion, colonizacidn y maceracién de un tejido vegetal
vivo (Benito et al., 2000). Su identificacién puede abordarse desde distintos puntos
de vista y aplicando estrategias experimentales diferentes. Podemos considerar, en
primer lugar, una aproximacién que prejuzga la participacién de un determinado
factor o de una determinada serie de factores teniendo en cuenta la informacién
adquirida sobre la biologia y la fisiologia del patdgeno durante su interaccion con la

planta huésped o la similitud del comportamiento observado en nuestro patégeno con
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el comportamiento de otros organismos patégenos mds o menos proximamente
relacionados. Se abordard, entonces, el estudio de factores que “a priori” pudieran
estar implicados en el proceso de infeccion.

Es posible aplicar, en segundo lugar, una aproximacion no sesgada ni dirigida
basada en la identificaciéon de factores que juegan un papel real en el proceso de
infeccion. A la hora de identificar estos factores, en particular trabajando en un
contexto genético, la herramienta esencial y fundamental es la obtencién de mutantes
alterados en el proceso de infeccidn, ya que cualquier cepa mutante deficiente en el
proceso de infeccion deber ser portadora de una mutacidén en un gen que juega un
papel importante en alguna fase del mismo. Es decir, la pérdida de funcién permite
identificar el factor alterado y valorar su implicacién y participacion en el proceso de
infeccion. Es ésta una tarea nada sencilla en el caso de B. cinerea, dada la naturaleza
multinucleada de sus esporas y la frecuente formacion de micelios heterocariontes en
la naturaleza. Pero disponemos de estrategias de tipo funcional complementarias.
Podemos asumir que el patrén de expresion génica del hongo durante su interaccion
con la planta huésped debe reflejar la activacién de los mecanismos especificos
necesarios para que la interaccidon tenga lugar y que el hongo infecte la planta.
Siendo asi, mediante la caracterizacion de aquellos genes del hongo que se expresan
especificamente durante la interaccion resultard posible obtener informacién sobre
los mecanismos y sobre los factores de patogenicidad implicados en la capacidad del
hongo para infectar a su huésped.

Recientemente se ha secuenciado el genoma de dos cepas de B. cinerea, la cepa
B05.10 y la cepa T4, y el genoma de la cepa 1980 de Sclerotinia sclerotiorum,
especie muy proxima filogenéticamente a B. cinerea. La informacién derivada de
estos tres proyectos de secuenciacién ha sido liberada y estd a disposicion de la
comunidad cientifica. En el caso de la cepa B05.10, cepa de referencia con la que
trabajamos en nuestro laboratorio, el anélisis de la informacidn generada indica que
el genoma de B. cinerea se compone de unos 42,66 Megapares de bases pudiendo
identificarse 16.448 genes (Botrytis-cinerea-Sequencing-Project, 2008). La anotacion
el genoma mediante el trabajo coordinado de numerosos laboratorios de todo el

mundo integrados en un consorcio internacional nos ofrece en la actualidad un
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catidlogo de genes de B. cinerea (y de su pariente cercano S. sclerotiorum) que
constituye una herramienta de trabajo de extraordinaria utilidad.

Estas estrategias y herramientas proporcionan el punto de partida para llevar a
cabo el andlisis funcional de posibles “factores de patogenicidad” de B. cinerea: la
identidad de las unidades informativas, los genes, que determinan o codifican dichos
factores. Identificados éstos, los desarrollos de la genética molecular en general, y de
la genética molecular de B. cinerea en particular, nos permiten caracterizar el papel
que estos factores puedan jugar en el proceso de infeccién. En este contexto, la
herramienta esencial es la obtencion de mutantes alterados especificamente en un gen

dado y su caracterizacién funcional.

2.2. METODOS DE ANALISIS DE LA FUNCION GENICA EN
B. CINEREA

La herramienta fundamental utilizada para llevar a cavo un analisis funcional
de los genes implicados en cualquier proceso bioldgico en un sistema vivo se basa en
la obtencién de mutantes en el gen o genes de interés y en la caracterizacion de
dichos mutantes en comparacion con el organismo tipo silvestre. Ello supone el
desarrollo de estrategias de mutagénesis dirigida que suponen, a su vez, la
generacion de determinados tipos de construcciones que luego serdn introducidas en
el organismo objeto de estudio mediante transformaciéon. El desarrollo de
procedimientos de transformacion eficientes constituye, pues, un paso previo a la
hora de abordar el andlisis funcional y la diseccion genética de cualquier proceso.

La primera transformacién con éxito del género Botrytis se llevé a cabo en
1989 en B. squamosa (Huang et al., 1989). Desde entonces se han desarrollado y
descrito diferentes métodos para la transformacion y el andlisis de la funcidén génica
en B. cinerea. Unos se basan en la obtencién de protoplastos y en la utilizacién de
PEG (Hamada et al., 1997). Otros se basan en la utilizacién del sistema de
Agrobacterium tumefaciens (Rolland et al., 2003). Tanto en un caso como en el otro
es necesario disponer de marcadores seleccionables que permitan identificar las
células transformadas. En B. cinerea se han generado diferentes construcciones que

dirigen la expresién de distintos genes de resistencia a fleomicina, higromicina,
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nourseotricina y glufosinato (Williamson et al., 2007), los cuales son de utilizacion
comun en los procedimientos aplicables en los distintos métodos de andlisis de la

funcién génica utilizados en B. cinerea.

2.2.1. Mutagénesis dirigida por disrupcion génica

Para obtener mutantes por disrupcién génica, un fragmento interno del gen
objetivo carente del codén de iniciacion y terminacidn, es insertado en un plasmido
que contiene un casete con un marcador de seleccion de resistencia a un antibi6tico.
El hongo es transformado con la construccién y entre los transformantes obtenidos se
buscan e identifican aquellos en los que se ha producido un udnico evento de
recombinacion homoéloga lo que determina la integracién de la construccién en el
locus homdlogo. La configuracion resultante contiene dos partes truncadas del gen
objetivo interrumpido por el pldsmido con el casete con el marcador de resistencia
(Prins et al., 2000). Sin embargo, existen duplicaciones parciales del gen que podrian
causar multiples problemas como silenciamiento (Fulci y Macino, 2007) o RIP

(Braumann et al., 2008).

2.2.2. Mutagénesis dirigida por reemplazamiento génico

Las regiones flanqueantes del gen objetivo son insertadas a ambos lados de
un casete con un marcador de selecciébn por resistencia a antibidtico mediante
clonacién (van Kan et al., 1997) o mediante extension por PCR (Kars et al., 2005a).
El hongo es transformado con la construccion que se integra mediante recombinacion
homodloga con un doble sobrecruzamiento en ambas regiones flanqueantes, lo que

determina la sustitucion del gen objetivo por el casete con el marcador de seleccion.

2.2.3. Mutagénesis aleatoria por inserciones de T-DNA

El método estindar de transformacién utilizado en la mayoria de los
laboratorios que trabajan con B. cinerea se basa en la generacion de protoplastos. Sin
embargo, se pueden obtener buenas eficiencias de transformacién con A. tumefaciens

(Rolland et al., 2003). Procedimientos de este tipo harian posible la produccion de
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una coleccidn de cepas mutantes por insercién, como, por ejemplo, ha sido el caso en
Arabidopsis (Alonso et al., 2003). Las cepas obtenidas serfan luego analizadas
fenotipicamente tratando de identificar mutantes con un fenotipo de interés en los
cuales resultaria factible, ademads, identificar el punto de insercion del T-DNA y, por
tanto, el gen alterado. Esta estrategia, utilizada en algunas especies de hongos (Jeon
et al., 2007), aunque utilizada en el caso de B cinerea (Williamson et al., 2007), no

ha generado resultados de interés.

2.2.4. Silenciamiento génico por ARN de interferencia.

La técnica del silenciamiento se basa en la introduccién de un transgen con la
consecuente reduccion de la expresion del gen mediante un sistema similar al ARN
de interferencia de mamiferos o la cosupresion en plantas (Fulci y Macino, 2007). El
silenciamiento génico se ha mostrado como una técnica muy efectiva en hongos
patogenos de plantas (Kadotani et al., 2003) y puede ser de gran interés en genes que
son importantes en viabilidad o que son esenciales, ya que su expresion se mantiene
a diferentes niveles. El Silenciamiento simultineo de multiples genes es factible
usando construcciones génicas quiméricas (Fitzgerald er al., 2004). Estrategias de
silenciamiento génico parcial o inducido pueden permitir examinar las consecuencias
de la eliminacion de los productos del gen (van Kan, 2006), asi como el andlisis de

familias génicas (Williamson et al., 2007).

2.3. MECANISMOS DE SENALIZACION DURANTE LA
PATOGENESIS

La percepcion de las condiciones ambientales y asegurar la apropiada
respuesta celular son dos factores esenciales para un correcto desarrollo de la
infeccidn del hongo. Existen varias rutas de sefializacion identificadas en B. cinerea
que participan en distintos procesos fisiologicos del patégeno, algunos de ellos
relacionados mas o menos directamente con la capacidad para infectar a la planta

huésped. Estas rutas se resumen en la figura 5 y se describen a continuacion.
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Figura 5. Mecanismos de sefializacion de B. cinerea (Williamson et al., 2007).

2.3.1. Ruta de senalizacion dependiente de la AMPc

La ruta de sefializacién dependiente de la AMPc estd implicada en multiples
procesos en hongos fitopatégenos como crecimiento, conidiacién, germinacién de

esporas, deteccion de nutrientes y vilurencia (Kronstad, 1997).

En la cascada de sefializacion en B. cinerea encontramos en primer lugar las
subunidades Ga de las proteinas G: BCG1, BCG2 y BCG3. Mutantes Abcgl son
capaces de producir conidios y penetrar en el tejido vegetal. Sin embargo, son
incapaces de producir lesiones dispersivas (Gronover et al., 2001). La adicién de
AMPc no restaura el tipo silvestre, lo cual indica que BCG1 estd implicada al menos
en otra ruta de sefializaciéon. Mutantes Abcg2 mostraban un retraso en el crecimiento
de las lesiones dispersivas (Gronover et al., 2001). Mutantes Abcg3 mostraban una
reduccién en la produccién de conidios, una germinacién inducida por azicar
desigual y un retraso en el proceso de infeccidn, restaurdndose el fenotipo del tipo
silvestre al anadir AMPc (Doehlemann et al., 20006) .
El siguiente paso en la cascada de sefalizacién es el gen codificador de la
adenilato ciclasa (bac), el cual esta activado por BCG1 y BCG3. El mutante Abac es

incapaz de esporular in planta aunque la conidiacién in vitro no resulta alterada

30



Introduccion

(Klimpel et al, 2002). Al final de la ruta se encuentran las proteinas kinasas

dependientes de AMPc (PKA).

2.3.2. Ruta de seializacion controlada por la MAP kinasa.

Las MAP Kinasas (“mitogen-activated protein kinase”) de hongos
fitopatogenos son esenciales en las primeras fases de infeccidon y en especial en la
penetracién de la superficie cuticular de la planta (Solomon er al., 2005). El gen
bmpl de B. cinerea codifica una MAP Kinasa homologa a PMKI1 de Magnaporthe
grisea (Xu, 2000); la eliminacion del mismo resulta en una alteraciéon del
crecimiento, reduccién de la conidiacién, imposibilidad de entrar en el tejido vegetal
y alteraciéon de la germinacién de conidios inducida por fuente de carbono
(Doehlemann et al., 2006; Zheng et al., 2000). BcSAKI1 es otra MAP Kinasa de B.
cinerea, homologa a la proteina HOG1 de S. cerevisiae, cuya supresiéon produce un
fenotipo que no genera conidios, desarrolla més esclerocios y no es viable en la
infeccion de plantas; asimismo, la proteina es fosforilada bajo estrés oxidativo y
osmoético y cuando es expuesta a fungicidas (Segmuller er al., 2007). Una tercera
MAP Kinasa es la BMP3, homologa a SIr2 de S. cerevisiae, cuyo mutante muestra un
crecimiento reducido en medio con baja presién osmética, una conidiacion reducida

y es incapaz de formar esclerocios (Rui y Hahn, 2007).

2.3.3. Ruta de sefalizacién dependiente Ca**/calmodulina.

La calcineurina fosfatasa y la ciclofilina A son componentes altamente
conservados en la ruta de sefializacién dependiente de Ca”*/calmodulina presentes en
B. cinerea (Viaud et al., 2003). El mutante del gen BcP1, el cual codifica para la
ciclofilina A, es capaz de desarrollar estructuras de infeccién, aunque manifiesta
alteraciones en el desarrollo de los sintomas de B. cinerea sobre hojas de tomate y
judia. Sin embargo, la inhibicion de la calcineurina fosfatasa mediante ciclosporin A
produce una modificacion de la morfologia de las hifas y la imposibilidad de
infeccién (Viaud et al., 2003).

BCGTI esta implicada en la produccion de la fitotoxina botridial, lo que la

conecta con la ruta de sefializacion dependiente de Ca**/calmodulina, conexi6n que
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se confirma al considerar la coregulacién de genes como la fosfoliasa C (BcPLC1)
(Schumacher et al., 2008). De este modo, los mutantes ABcplcl reprimen la
expresion de varios genes controlados por BCG1 y la ruta de sefializacion

dependiente de Ca**/calmodulina.

2.3.4. Ruta de seiializacion de las proteinas GTPasas.

Ras y Rho GTPasas juegan papeles variados y superpuestos en la polarizacion
y desarrollo celular en hongos filamentosos (Boyce et al., 2005; Rolke y Tudzynski,
2008). Cinco proteinas han sido caracterizadas en B. cinerea correspondientes a esta
ruta de sefializacion: BcCRAS1, BcRAS2, BcRAC, BcCDC42 y BcRAB (Williamson
et al., 2007). Los mutantes Abcras] muestran una morfologia irregular de las hifas,
una pérdida de la capacidad de crecimiento polarizado, una carencia en la produccion
de esporas y una ausencia de patogenicidad. El fenotipo de los mutantes Abcras2 se
caracteriza por presentar una moderada incapacidad de esporular, un ligero descenso
de la patogenicidad en planta y una reduccion del crecimiento saprofitico. Por su
parte, el mutante Abcrac presentaba unas caracteristicas similares a Abcrasl, lo que
indica que los dos genes actiian sobre la misma ruta de sefializacion. Sin embargo,
Abccdc4?2 no tiene efectos en crecimiento y patogenicidad a pesar de pertenecer a la
subfamilia de las GTPasas tipo Rho como Abcrac.

Las proteinas de la subfamilia Rab de GTPasas funcionan como reguladores
del transporte vesicular y estdn implicadas en exocitosis, endocitosis y diferenciacion
celular (Siriputthaiwan et al., 2005). Un ortélogo de estas proteinas en B. cinerea,
Bcrab2 (Williamson et al., 2007), es esencial para la invasion de las células vegetales
mediante la regulacién del transporte intracelular de vesiculas secretoras implicadas

en el transporte de proteinas al medio extracelular.

2.3.5. Sensores y receptores

Los hongos responden a una variedad de sefiales ambientales que regulan su
desarrollo y metabolismo asi como las interacciones con el huésped. Los receptores
situados en la superficie de las células fungicas perciben estas sefiales y las

transmiten a vias intracelulares de sefializacion. En este sentido, las familias de los
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receptores de proteinas tipo G (GPCRs) han sido ampliamente investigadas en
hongos patogénicos (Kulkarni et al., 2005). En B. cinerea se ha identificado un gen
perteneciente a este tipo de proteinas, btpl (Schulze-Gronover et al., 2005). El
mutante Abtp1 tenia ligeramente afectada su vilurencia y, probablemente, la proteina
BTP1 no interactia con BCG1 durante la patogénesis.

Las histidina kinasas de dos componentes (HKs) son proteinas capaces de
detectar sefiales extracelulares y adaptarse a su entorno. El genoma de B. cinerea
muestra 20 HKs pertenecientes a 11 clases (Catlett et al., 2003). La clase III de HKSs,
BOSI1, estd implicada en osmoregulacion, resistencia a dicarboximida y fenilpirroles
y virulencia. El fenotipo de los mutantes Abosl es similar al de los mutantes

Abcsak1, aunque Abos1 puede penetrar en la planta (Viaud et al., 2006).

2.4. MOLECULAS, MECANISMOS Y PROCESOS
IMPLICADOS EN LA PATOGENICIDAD DE B. CINEREA

2.4.1. Efectores fingicos
2.4.1.1. ENZIMAS

B. cinerea es un patégeno oportunista. Sin embargo, es capaz de penetrar en
el huésped atravesando la cuticula de la planta cubierta por ceras. Existen pruebas
citologicas y genéticas de que B. cinerea es capaz de generar apresorios. La proteina
BcPLS1, homologa a PLSI, la cual es esencial en la formacién del apresorio de
Magnaporthe grisea (Clergeot et al., 2001), es una proteina asociada a la membrana
que es necesaria para que B. cinerea penetre una superficie intacta de la planta
(Gourgues et al., 2004). Los apresorios en M. grisea son capaces de generar un
extremo que ejerce presion sobre el tejido del huésped por medio de la alta presion
osmotica generada en el apresorio (de Jong et al., 1997). Sin embargo, B. cinerea no
es capaz de generar grandes presiones al carecer del septo que separa el apresorio del
tubo germinativo y no disponer de las grandes cantidades de melanina que posee M.
grisea (Doss et al., 2003). Resulta, por lo tanto, que es incapaz de abrirse camino en

la cuticula vegetal por medios fisicos.
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B. cinerea necesita secretar enzimas como cutinasas y lipasas para abrirse
paso a través de la cuticula vegetal. Sin embargo, cuando se generan mutantes
alterados en el gen cutl (van Kan et al., 1997) o el gen lipl (Reis et al., 2005), éstos
no muestran diferencias significativas en relacién con la cepa silvestre en cuanto a su
capacidad para infectar a la planta huésped. Este hecho es probablemente
consecuencia de que en el genoma de B. cinerea existen 5 copias adicionales de
genes codificadores de cutinasas y 12 de genes codificadores de lipasas (van Kan,
2006) cuyos productos génicos pueden asumir, al menos parcialmente, la funcién o
funciones de las proteinas cuyos genes codificadores han sido alterados.

Un factor adicional que puede facilitar la penetracion de B. cinerea a través
de la cuticula es la producciéon de H,O, por parte del propio patégeno. El H,O,
contribuye a la modificacion de la cuticula proporcionando un sustrato mds facil de
descomponer a las oxidasas (Schouten et al., 2002).

Una vez que el hongo ha roto la cuticula, crece a lo largo del muro anticlinal
alcanzando las células epidérmicas (Mansfield y Richardson, 1981). Este muro
anticlinal es rico en pectinas que B. cinerea necesita degradar para abrirse paso y
que, ademds, le sirven como fuente de carbono por medio de las seis
endopoligalacturonasas que posee (Wubben et al., 1999). Las endopoligalacturonasas
poseen una regulacion diferencial in vitro (Wubben et al., 2000) e in planta; su
expresion depende de la especie de planta, el tejido vegetal y las condiciones de
incubacién (ten Have er al., 2001). Se ha demostrado que principalmente dos de los
genes de endopoligalacturonasas tienen una elevada influencia en la virulencia del
hongo sobre varios huéspedes (Kars er al., 2005b; ten Have et al., 1998). Asimismo,
las enzimas capaces de degradar hemicelulosas, tales como la endo-fB-1,4 xilanasa
(codificada por el gen xynllA), tienen un pronunciado efecto en la virulencia de B.
cinerea al retrasar la aparicion de lesiones secundarias y reducir el tamafio medio de

lesién en mas de un 70 % (Brito et al., 2006).
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2.4.1.2. COMPUESTOS FITOTOXICOS

2.4.1.2.1. Metabolitos fitotoxicos

B. cinerea produce un amplio espectro de metabolitos fitotoxicos de bajo
peso molecular, de los cuales el mds estudiado es el botridial (Colmenares et al.,
2002). El botridial fue primeramente descubierto en medio liquido y por un largo
tiempo no se sabia si se producia una concentracion suficiente durante la infeccién
como para producir un efecto téxico. Sin embargo, con el desarrollo de métodos
espectroscopicos, fue posible la determinacion de la concentraciéon de botridial en
plantas infectadas cuya correlacion con la susceptibilidad en planta muestra que el
botridial es un factor esencial pero no primario de la infeccién (Deighton et al.,
2001). Asimismo, el mecanismo de produccién de botridial es conocido (Colmenares
et al., 2002). El gen bcbotl bajo el control de BCG1 forma parte de la ruta de
produccion de botridial aunque el efecto de este gen en patogenicidad es dependiente
de la cepa de B. cinerea (Siewers et al., 2005). Las cepas con menos toxinas son
menos virulentas, pero el efecto sinérgico con otras toxinas diferentes al botridial
como las botcinolidas tiene un efecto determinante en la patogenicidad de diferentes

cepas de B. cinerea (Reino et al., 2004).

2.4.1.2.2. NEP

B. cinerea puede producir al menos tres proteinas fitotdxicas: dos proteinas
tipo NEP1 (Staats et al., 2007) y una homologa a las proteinas “Snodprot”, BcSP1
(Kunz et al., 2006). De este modo, las proteinas NEP-1 de B. cinerea son capaces de
causar la muerte de las células del huésped mediante una combinacién de

mecanismos apoptoticos y necroticos.

2.4.1.2.3. Acido oxalico

Tanto B. cinerea como su pariente S. sclerotiorum son productores de acido

oxalico (Germeier et al.,, 1994). El acido oxalico o acido dicarboxilico es una

molécula simple, versatil y conveniente para Borrytis pues acidifica el medio
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favoreciendo la produccién y actividad de un amplio espectro de enzimas secretadas
(Manteau et al., 2003), actia como quelante de calcio y hierro y reduce el choque
oxidativo producido por la planta en el hongo (Cessna et al., 2000). Mutantes de S.
sclerotiorum, generados por luz ultravioleta, carentes de la produccién de acido
oxélico son no patogénicos (Godoy et al., 1990), lo que hace pensar que en B.

cinerea pudiera pasar lo mismo al compartir sistemas similares de infeccion.

2.4.2. Participacion de B. cinerea en la muerte celular programada
del huésped

B. cinerea como patégeno necrotrofo necesita matar las células del huésped
mediante compuestos téxicos y enzimas liticas, las cuales consecuentemente
descomponen el tejido vegetal para la alimentacién del hongo. Esto requiere una
interaccién del patégeno para inducir la muerte de las células y de la planta para
activar mecanismos de muerte celular o apoptosis. La infeccién de Arabidopsis por
B. cinerea esta requiere un programa de muerte celular activo en el huésped (Govrin
y Levine, 2000). Experimentos con lineas mutantes de Arabidopsis con alteraciones
en el programa de muerte celular o en la respuesta de hipersensibilidad (HR)
muestran una supresion de la infeccion por B. cinerea (Govrin y Levine, 2000; van
Baarlen et al., 2007). B. cinerea no induce sistemas de resistencia sistémica
adquirida (SAR) e incluso la eliminacién del medio de 4cido salicilico (hormona
vegetal esencial en SAR) incrementa los sintomas del hongo (Govrin y Levine,
2002). De esta forma, B. cinerea tiene miltiples formas de facilitar la muerte celular
del huésped.

Un choque oxidativo ocurre en diversas interacciones planta patégeno durante
la respuesta de hipersensibilidad (HR), la cual confiere resistencia a patdgenos
biotrofos (Rivas y Thomas, 2005). La infeccién de hojas de alubia, tomate y
Arabidopsis por B. cinerea resulta en una acumulacién masiva de H,O, tanto en la
membrana plasmatica de las células vegetales como en el medio extracelular de la
superficie de las hifas (Schouten et al., 2002; van Baarlen et al., 2007). Asimismo, la
infeccion de B. cinerea puede conducir a la acumulacién de radicales libres en tejido
infectado (Muckenschnabel et al., 2001a; Muckenschnabel et al, 2003),
peroxidacion de lipidos (Deighton et al., 1999; Muckenschnabel et al., 2001b) y
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eliminaciéon de antioxidantes (Muckenschnabel et al., 2002). Todos estos procesos
oxidativos causan una perturbacién masiva del estado de oxidorreduccién en el tejido
infectado y sus aledafios promoviendo el progreso de la infeccion. La superéxido
dismutasa de B. cinerea, BcSODI, es secretada al medio externo de la hifa, la cual
puede producir H,O,, es expresada desde el momento de la penetracion de la cuticula
y su mutante manifiesta una reduccion de la virulencia en multiples huéspedes
(Rolke et al., 2004).

En el caso de un patégeno necrotrofo como B. cinerea, la muerte de las
células vegetales beneficia al patégeno y conduce a la susceptibilidad del huésped
(Govrin y Levine, 2000). EI papel de los programas de muerte celular en la infeccién
del hongo es también observado en plantas que expresan proteinas antiapoptoticas,
las cuales presentan una mayor resistencia a B. cinerea (Dickman et al., 2001). De
este modo, se propone un modelo en el cual el balance entre la vida y la muerte es un
importante determinante en el éxito de la infeccion por el hongo (van Baarlen et al.,

2007).

2.4.3. Evasion de los mecanismos de defensa de la planta

Las plantas, para prevenir la invasion de patégenos, activan una multitud de
rutas de defensa como la produccién de metabolitos antifiingicos o de proteinas
relacionadas con la patogénesis. El andlisis de los cambios del transcriptoma de
plantas de Arabidopsis infectadas con B. cinerea mostrdé que la expresion de 621
genes se incrementaba y de éstos s6lo un tercio estaban bajo el control de las rutas de
sefializacién del etileno, jasmonato o dcido salicilico (AbuQamar et al., 2006). Este
estudio identificé 30 genes codificadores de factores de trascripcién cuya expresion
se incrementaba con la infeccién y que podrian estar implicados en la regulacién de
la resistencia basal a B. cinerea.

Las proteinas inhibidoras de la poligalacturonasa (PGIPs) pueden inhibir las
endopoligalacturonasas de hongos patégenos de plantas mediante una directa
interaccidn fisica entre las dos proteinas (Juge, 2000). Asi, la expresion de PGIPs de
diferentes fuentes en plantas transgénicas incrementa de forma cuantitativa su

resistencia a B. cinerea (Powell et al., 2000).
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B. cinerea necesita superar el efecto toxico de los compuestos de defensa de
la planta par ser capaz de tener éxito en una amplia gama de huéspedes. De este
modo, plantas que carecen de los genes de sintesis de la fitoalexina camalexina
tienen una mayor susceptibilidad al hongo (van Baarlen et al., 2007) y la capacidad
de detoxificar camalexina por el hongo produce diferencias en la agresividad de B.

cinerea (Kliebenstein et al., 2005).

38



Introduccion

3. PAPEL DEL OXIDO NITRICO

3.1. OX1IDO NIiTRICO

El 6xido nitrico (NO) es un gas incoloro e inodoro con muy baja solubilidad
en agua (4.6 ml / 100 ml H,O a 20 °C), cuya férmula quimica es NO. Su peso
molecular es de 30, con un punto de evaporacién de -151,7 °C y una densidad en gas
de 1,34 g/dm3. En el aire el NO reacciona con el O, para formar NO,, el cual es un
gas anaranjado, segin la reaccién 2NO + O, — 2NO,, aunque esta reaccion es lenta
en ausencia de un catalizador a temperatura ambiente. Disuelto en agua reacciona
con el O, y el H,O para formar 4cido nitroso segtin la reacciéon 4 NO + O, + 2 H,O
— 4 HNO,. Adema4s, el NO es un radical libre el cual reacciona con una amplia
gama de moléculas orgdnicas e inorganicas.

El NO se puede encontrar en altas concentraciones ambientales, debido a su
emision durante la combustién de combustibles fésiles. Tiene un efecto ambiental
negativo, ya que es responsable en parte de la lluvia 4cida con la produccién de acido
nitrico, la pérdida de la capa de ozono debido a su reaccion con Oz y es un potente
gas con efecto invernadero (Lawrence y Crutzen, 1999). En la naturaleza el NO es un
producto intermedio en reacciones de denitrificaciéon donde se producen las mayores
emisiones bioldgicas a la atmésfera.

Desde el punto de vista bioldgico, existen indicios de la produccién de 6xido
de nitrégeno por humanos desde principios del siglo XX (Mitchell et al., 1916). Sin
embargo las funciones bioldgicas del NO se empezaron a estudiar a principios de la
década de 1980, principalmente como reguladores enddgenos del sistema vascular
(Schmidt y Walter, 1994). El NO tiene enormes implicaciones en el metabolismo
energético de las células ya que no s6lo modula el consumo de O, de forma
reversible o irreversible, sino que es capaz de modular el balance del consumo de
azucares (Bolanos et al., 2007). El NO es una molécula sefializadora esencial y su
implicacidn biolégica abarca desde la interaccidon de la ruta de sefializacién de NO
con Sildenafil (viagra) en mamiferos (Salloum et al., 2008) hasta el cierre de estomas

en plantas (Kolla y Raghavendra, 2007).
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3.2. PAPEL DEL NO EN EL ESTABLECIMIENTO DE
INTERA CCIONES PLANTA-PATOGENO

3.2.1. Produccion de NO en plantas.

En animales, la sintesis de NO es principalmente catalizada por la 6xido
nitrico sintetasa (NOS), la cual oxida L-arginina a L-citrulina y NO en dos pasos en
la reaccién que se presenta en la figura 6 (Moncada et al, 1991). Esta reaccion
también puede ser catalizada por una enzima citocromo P450 (Boucher et al., 1992).
Existen dos isoformas de la NOS expresadas a bajos niveles de forma constitutiva en
tejido neuronal (nNOS, 160 KDa) y en el endotelio (eNOS, 130 KDa) implicadas en
el control de la vasodilatacion y en neurotransmision, respectivamente, y cuya
actividad estd controlada por la concentracion de Ca’t (Stuehr, 1999). Existe una
tercera NOS (iNOS, 130 KDa) de expresion inducible, cuya actividad no es afectada
por Ca** pero si controlada por hormonas peptidicas producidas en respuesta a

infecciones e inflamaciones (Macmicking et al., 1995).
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Figura 6. Produccién de NO por NOS (Wendehenne et al., 2001).

Evidencias experimentales de distintos tipos indican que en plantas existen
proteinas ortdlogas de la NOS de mamiferos. La actividad catalitica de NOS de
oxidacién de L-arginina a NO y L-citrulina ha sido encontrada en plantas como el

guisante (Leshem y Haramaty, 1996), altramuz (Cueto et al., 1996), soja (Delledonne
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et al., 1998), tabaco (Durner et al., 1998) y maiz (Ribeiro et al., 1999). Asimismo,
inhibidores de la NOS basados en la competencia con la L-arginina como el L-
NAME, han sido utilizados para suprimir la produccion de NO en soja, Arabidopsis
y tabaco (Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998). Estudios inmunolégicos han
demostrado que anticuerpos de NOS de mamiferos se unfan especificamente a
proteinas de plantas (Barroso et al., 1999) e incluso localizaban estas proteinas en los
peroxisomas (Corpas et al., 2001). Sin embargo, se ha cuestionado la especificidad
de los anticuerpos utilizados para detectar la NOS en plantas (Beligni y Lamattina,
2001) y no se han encontrado homologias con las NOS de mamiferos en el genoma
de plantas (Mur et al., 2006). Existe un gen aislado en Arabidopsis, Atnos1, cuya
eliminaciéon reduce la produccién de Oxido nitrico en planta (Guo et al., 2003)
aunque su actividad como NOS est4 cuestionada (Crawford et al., 2006), razén por la
cual el gen ha sido renombrado recientemente (Afnoal “Arabidopsis thaliana nitric
oxide asociated 1”). Probablemente Afnoal actia directa o indirectamente regulando
la sintesis de NO (Hong et al., 2008).

Otra enzima capaz de producir NO en planta es la nitrato reductasa (NR)
dependiente de NADPH a través de la reacciéon NO; — NO; — NO + O, (Mur et al.,
2006). En este sentido cabe destacar que aplicaciones de cantidades elevadas de
nitrito bajo condiciones de anoxia (Rockel et al., 2002) o en ausencia de actividad
fotosintética (Botrel et al., 1996), incrementan la produccién de NO. Asimismo,
dobles mutantes de Arabidopsis alterados en los dos genes codificadores de enzimas
nitrato reductasa, nial y nia2, tienen perturbado el cierre de estomas mediado por
NO. A su vez, dobles mutantes de Arabidopsis nial y nia2 muestran una menor
producciéon de NO que los controles cuando son sometidos a la infeccién por el
patégeno bacteriano Pseudomonas syringae pv. maculicola, demostrando que la
mayor parte del NO durante esta interaccion planta-patégeno proviene de la actividad
NR con una menor intervencién de la actividad tipo NOS (Modolo et al., 2005). Sin
embargo, durante las condiciones aerébicas el nivel de produccién de NO es bajo y
no se dan niveles altos de nitrito sin comprometer la produccién de NO, haciendo
poco probable que la NR sea el maximo responsable de produccién de NO durante el

choque nitrosativo en la interaccion planta patégeno (Hong et al., 2008).

41



Papel del NO en B. cinerea

Existe una forma de producciéon no enzimatica de NO mediante la reduccion
de nitrito segtin 2NO,” + 2H" <> 2HNO; <> NO + NO, + H,0. Sin embargo, esta
reacciéon estd solamente facilitada bajo condiciones acidas como las que se

encuentran en el apoplasto de la aleurona de cebada (Bethke ef al., 2004).

3.2.2. NO en la Respuesta de Hipersensibilidad (HR).

La respuesta de hipersensibilidad (HR) consiste en el reconocimiento del
patégeno por la planta y su respuesta a través de la muerte programada de células
vegetales por medio de un fendmeno denominado muerte celular programada o
apoptosis ampliamente estudiado en mamiferos. El concepto fue desarrollado a
principios del siglo XX (Stakman, 1915) y desde entonces ha sido extensamente
estudiado (Mur et al., 2008).

El desarrollo de la muerte de células vegetales a través de HR necesita de un
minucioso balance entre la producciéon de NO y de especies reactivas de oxigeno
(Delledonne et al., 2001). En sistemas animales, el NO reacciona con el anién
superoxido (O’), resultado de la reacciéon de O, con las especies reactivas de
oxigeno, para formar peroxinitrito (ONOQO"), el cual es altamente téxico para células
de mamiferos y puede resultar en apoptosis o dafios celulares (Bonfoco et al., 1995).
En el caso de sistemas con plantas, el O, se transforma en H,O, por medio de la
superoxido dismutasa (SOD) durante la HR, reaccionando el NO con el H,O, para
producir ONOOQO™ (Delledonne et al., 2001). Concentraciones de ONOO™ de 1-1000
UM en células animales muestran una muerte celular dependiente de concentracién
(Lin et al., 1995). Sin embargo, las células vegetales muestran una gran resistencia a
ONOO7, ya que suspensiones de células de soja resisten a 1 mM de ONOO™
(Delledonne et al., 2001). Asimismo, mutantes de A. thaliana carentes del gen de la
peroxiredoxina Il E (PrxIIE), la cual detoxifica ONOO™ en planta, no mostraban
diferencias en muerte celular con el tipo silvestre tanto en muestras sin tratamiento
como con 3 mM de ONOO™ (Romero-Puertas et al., 2007).

La familia de proteinas caspasas, actian en la regulacién de los programas de
muerte celular de mamiferos (Martin y Green, 1995). Las caspasas estdn inactivadas
en células sanas y se activan durante condiciones de estrés o infeccion,

produciéndose la liberacién de citocromo c desde las mitocondrias, el cual
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interacciona con la proteina Apafl para activar la cascada de caspasas (Adams y
Cory, 2002). Los genomas de plantas no contienen homologos a las caspasas, pero se
pueden encontrar proteinas similares como las metacaspasas, cuya actividad esta

regulada por NO mediante la S-nitrosilacién en Arabidopsis (Belenghi et al., 2007).

3.2.3. Seializacion de NO en planta.

El 6xido nitrico tiene efectos en el crecimiento y desarrollo de la planta,
interaccién con hormonas, programas de muerte celular, cierre de estomas y
germinacién de semillas (Cevahir et al., 2007). Los mecanismos en los que afecta el
NO a los procesos de transduccidon de sefiales implican proteinas de sefializacion
clave como proteinas kinasas y canales permeables de Ca®*, asi como la movilizacién
de mensajeros secundarios que incluyen Ca®*, cGMP y cADPR (Courtois et al.,
2008).

La S-nitrosilacién consiste en la unién covalente de una molécula de NO al
grupo tiol de la cisteina (Mannick y Schonhoff, 2002). S-nitrosilacién es la estrategia
mds extendida y funcionalmente importante de la modificacion postranscripcional
por NO (Hess et al., 2005). Es un proceso reversible, recuperandose los grupos tiol
de la cisteina y formandose S-nitrosoglutation (GSNO) gracias a la actividad en A.
thaliana de la GSNO reductasa 1 (AtGSNORI1), la cual estd a su vez implicada en la
proteccion contra patégenos (Feechan et al., 2005).

Las proteinas relacionadas con la HR identificadas como controladas por el
NO por medio de la S-nitrosilacién varfan desde las metacaspasas a las
peroxiredoxinas (Romero-Puertas et al., 2008). La peroxiredoxina, PrxIIE, es
responsable de la degradacion de ONOO™. Sin embargo el NO es capaz de
autorregular sus propios radicales mediante la desactivacién de proteinas como la
PrxIIE (Romero-Puertas et al., 2007). Las metacaspasas, responsables de la
seflalizacién en los programas de muerte celular (Chichkova et al, 2004), son
insensibles al NO cuando estin maduras, aunque pueden permanecer inactivas
mediante S-nitrosilacién (Belenghi et al., 2007).

Respecto a la sefializacién en planta, existe una interaccion entre el NO, el
dcido salicilico y el dcido jasmonico que se traduce en la activacion de grupos

similares de genes como los responsables de la sintesis de dcido jasmonico, sintesis
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de etileno, sefializacién de etileno o respuesta a dcido abcisico (Parani et al., 2004;
Wendehenne er al,, 2004). La sefializacion por NO durante la HR se puede

representar segtn la figura 7 (Delledonne, 2005).
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Figura 7. Sefializacién de NO durante la HR en planta (Delledonne, 2005).

CA., 4cido cindmico; Ca’™*, flujo de calcio; cADPR, ADP ciclico ribosa; Cat, catalasa; C4H,
dcido cindmico 4-hidroxilasa; CHS, chalcén sintetasa; cGMP, GMP ciclico; GPX, glutatién
peroxidasa; GST, glutation S-transferasa; NOS, 6xido nitrico sintasa; PAL, fenilalanina
amonio liasa; PHE, fenilalanina; PR, proteinas relacionadas con patogénesis; SA, acido
salicilico; SOD, superéxido dismutasa.

3.3. PAPEL DEL NO EN B. CINEREA.

Estudios farmacolégicos en la interaccidon de B. cinerea con NO demostraban
la esencialidad del NO para el desarrollo de la infeccién (Malolepsza y Rozalska,
2005). En este estudio, tratamientos con el secuestrador de NO, ¢-PTIO, mostraron la
reduccién y el retraso de la infeccién de B. cinerea en tomate. Por el contrario
tratamientos con el donador de NO, dihidrato de sodio nitroprusida (SNP), mostraron

el incremento y adelanto de la infeccién del hongo. Asimismo, los autores
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observaron el incremento en la concentraciéon de H,O; en hojas de tomate tratadas
con ¢-PTIO y una reduccion de H,O; en hojas tratadas con SNP. De este modo se
argumenta que el NO es un potente antioxidante el cual actia directamente
secuestrando especies reactivas de oxigeno y que el H>O, juega un papel importante
en la proteccion de la planta durante la infeccién de B. cinerea en planta (Malolepsza
y Rozalska, 2005).

Variedades de Pelargonium peltatum resistentes a B. cinerea muestran una
fuerte y temprana acumulacién de NO a la que sigue un segundo choque de NO. Sin
embargo, variedades susceptibles muestran una débil temprana acumulacién de NO
seguida de una produccién de NO correlacionada con el desarrollo de la infeccién
(Floryszak-Wieczorek et al., 2007). Los autores argumentan que un temprano choque
de NO seiializa la resistencia a B. cinerea en la planta y que, por el contrario, la
ausencia de este choque produce sobreproduccién de NO y la colonizacién de la
planta por el hongo.

El NO afecta al desarrollo del hongo ya que se ha comprobado que la
aportacién de NO exogeno a Colletotrichum coccodes retrasa la germinacién y que,
por el contrario, el tratamiento con secuestradores de NO acelera la germinacion
(Wang y Higgins, 2005). Asimismo, el NO es una de las primeras respuestas que
realiza la planta ante el ataque de patégenos fungicos (Prats et al., 2005).

Los hongos filamentosos son capaces de denitrificar en condiciones
anaerébicas (Shoun et al., 1992) y durante este proceso generar NO (Ye et al., 1994).
La produccién de NO en condiciones anaerdbicas es debida a la actividad de la
nitrito reductasa, la cual usa como sustrato nitrito para producir NO (Morozkina y
Kurakov, 2007). En condiciones aerdbicas se ha demostrado mediante mediciones
con una combinacién de un espectrometro de masas con entrada de membrana y de
un espectrometro de masas con entrada de capilaridad restringida que Botrytis
produce NO como respuesta al estrés producido por el fungicida F500 (Conrath et
al., 2004).

La produccion de NO por B. cinerea durante la infeccién in planta ha sido
localizada mediante reacciones de quimioluminiscencia por diversos autores
(Floryszak-Wieczorek et al., 2007; van Baarlen er al., 2004; van Baarlen et al,

2007). La produccién de NO por el hongo puede ser debida a la actividad de la
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nitrato reductasa, aunque su actividad se ve limitada a la disposicién de nitrito
(Rockel et al., 2002). Actividad de NOS en hongos ha sido detectada mediante
métodos bioquimicos (Maier et al., 2001; Ninnemann y Maier, 1996). En el hongo
Coniothyrium minitans, mutantes carentes del gen de produccién de la L-arginina
(“L-arginine-specific carbarnoyl-phosphate synthase”) mostraron una reduccion de la
germinacion la cual se reestablecia afadiendo NO al medio, indicando el efecto de la
actividad de la NOS (Gong et al., 2007). Proteinas similares a las NOS han sido
detectadas en Deinococcus radiodurans (Adak et al., 2002), Bacillus subtilis (Pant et
al., 2002) y Staphylococcus aureus (Hong et al., 2003). El andlisis del genoma de
Aspergillus niger indica una NOS ortéloga a las anteriores. Sin embargo, en el

genoma de B. cinerea no existe ningin ortélogo a la NOS de mamiferos
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4. FLAVOHEMOGLOBINAS

4.1. BIOQUIMICA DE LAS FLAVOHEMOGLOBINAS.

Las flavohemoglobinas fueron aisladas por primera vez de Escherichia coli
como proteinas solubles tipo hemoglobina (Vasudevan et al., 1991). Casi una década
después se caracteriza la funcion de la flavohemoglobina de E. coli describiéndose
como una dioxigenasa de NO dependiente de NADPH, FAD y O,, la cual produce
NO3 y cuyos mutantes son sensibles al NO (Gardner et al., 1998; Hausladen et al.,
1998). En condiciones anaerdbicas la flavohemoglobina de E. coli consume NO
generando N,O con la participaciéon de NADH (Durner et al., 1999; Kim et al.,
1999). La sobreexpresion de diferentes flavohemoglobinas de bacterias determinan
un incremento de la resistencia natural de E. coli a estrés nitrosativo (Frey et al.,
2002). Se ha observado también que la flavohemoglobina de E. coli puede tener otras
funciones, como la derivada de la actividad de alkilhidroperoxido reductasa lo que,
junto con su capacidad de unién a lipidos, sugiere que estd implicada en la reparacion
del dafio producido en membranas lipidicas por estrés oxidativo y nitrosativo
(Bonamore et al., 2003). Mutantes de la flavohemoglobina de E. coli no s6lo no
acumulan mds NO, sino que son incapaces de producir NO detectable debido a que
se correlaciona con una reduccién de la actividad de la enzima nitrito reductasa
responsable de la produccién de NO (Corker y Poole, 2003). Sin embargo, mutantes
de la flavohemoglobina de Salmonella typhimurium son capaces de producir NO
tanto anaerébicamente como aerdbicamente, lo que implica que esta
flavohemoglobina e interviene en el control de la concentracién de NO (Gilberthorpe
y Poole, 2008).

El actinomiceto Streptomyces antibioticus es capaz de generar
flavohemoglobinas en una cantidad que llega a alcanzar el 5% de las proteinas
secretadas sin ninguna induccién por NO externo, lo que indica un posible efecto
fisiologico diferente a la detoxificacion de NO (Sasaki ef al., 2004). En este sistema

no se detecté NO3;~ como producto de la detoxificacion de NO.
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La hemoglobina de Saccharomyces cerevisiae fue descubierta en 1953
(Keilin, 1953), aunque su funcién confiriendo proteccion frente a condiciones de
estrés nitrosativo no fue caracterizada hasta 47 afios mas tarde (Liu et al., 2000). La
flavohemoglobina de S. cerevisiae (YHB1) es necesaria para el metabolismo de NO,
protege a la levadura del estrés nitrosativo en condiciones aerdbicas y anaerdbicas y
se ha demostrado que facilita la denitrosilacion de proteinas, ya que el mutante yhbl
tiene 10 veces mas de proteinas S-nitrosiladas que el tipo silvestre (Liu et al., 2000).

Existen otras proteinas con implicacién en la degradacién de NO. Una de
ellas es la tiorredoxina, cuya expresion se ha visto relacionada con la resistencia de
células animales al dafio producido por NO (Ferret et al., 2000).

Las flavohemoglobinas catalizan la reacciéon de NO con O, para producir
NOs™ en un proceso en el que la enzima se une preferiblemente al NO (Hausladen et
al., 2001). De forma simplificada la reaccion seria (Gardner et al., 2000): 2NO + 20,
+ NADH — 2NO;3™ + NAD" + H". En la figura 8 se resume el proceso completo en

el que el grupo hemo (Fe) se oxida y reduce para producir la detoxificacion del NO.
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Figura 8. Ciclo catalitico de las flavohemoglobinas (Hausladen et al., 2001).

La flavohemoglobina de E. coli (hmp) contiene dos dominios, cada uno de los
cuales es incapaz de detoxificar NO por si solo, siendo imprescindible para la
actividad catalitica de las flavohemoglobinas la actividad de sus dos dominios
(Hernandez-Urzua et al., 2003). Los dos dominios de hmp son el de la globina y el
de oxidoreduccién que incluye el dominio de unién a FAD (FAD_binding_6) y el

dominio de unién a NAD (NAD_binding_1).
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La estructura tridimensional de la hmp que elabora el programa Cn3D a partir
de datos experimentales obtenidos mediante rayos X (Ilari et al., 2002) se puede
observar en la figura 9. Estd revela la presencia del grupo hemo y flavina
correspondientes a los dominios de la globina (en color rosa) y oxidoreduccion

(dominio FAD_binding_6 en color azul y el dominio NAD_binding_1 en color

marron).

Figura 9. Estructura tridimensional de la flavohemoglobina de E. coli.

El dominio globina estd dibujado en color rosa, el dominio FAD_binding_6 en color azul y
el dominio NAD_binding_1 en color marrdn.

La flavohemoglobina de S. cerevisiae (YHBI1) se localiza en dos
compartimentos celulares distintos: el citosol y la matriz mitocondrial (Cassanova et
al., 2005). La localizacién mitocondrial de YHB1 tiene implicaciones en el control
de la cadena respiratoria, ya que el NO que degrada es capaz de inhibir la citocromo
C oxidasa y la respiracién (Boveris et al., 2000; Szibor et al., 2001) y de reaccionar
con el superdxido para formar peroxinitrito (Cadenas et al., 2000). De esta forma, en
ausencia de la flavohemoglobina los niveles de NO se incrementan (Liu et al., 2000),
se inhibe la citocromo C oxidasa, se incrementa la produccién de superdxido vy,

consecuentemente, los niveles de peroxinitrito. Asi, la levadura puede reducir los
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niveles de super6xido no sélo mediante la superéxido dismutasa sino reduciendo su
formacién via cadena respiratoria al eliminar NO mediante la flavohemoglobina. De
este modo, YHB1 es esencial para la supervivencia de la célula bajo condiciones de
estrés oxidativo y nitrosativo (Liu et al., 2000; Zhao et al., 1996). La distribucién de
la flavohemoglobina entre el citosol y la matriz mitocondrial se regula
diferencialmente dependiendo de las condiciones de anoxia y del tipo de genoma
mitocondrial, permitiendo de manera indirecta la eliminacién del estrés oxidativo
(Cassanova et al., 2005). Las proteinas localizadas en uno y otro compartimiento
subcelular son codificadas por el mismo gen, ya que la mutacién de yhbl elimina
ambas proteinas y la reintroduccion del gen restaura la aparicidn de la proteina en el
citosol y en la matriz mitocondrial (Cassanova et al., 2005).

Se han descrito también proteinas de tipo flavohemoglobinas en hongos
filamentosos. En Fusarium oxysporum, una de sus flavohemoglobinas ha sido aislada
y caracterizada. Esta flavohemoglobina tiene mas semejanzas con la enzima de
bacterias denitrificantes que con la flavohemoglobina de levaduras (Takaya et al.,
1997). En Cryptococcus neoformans, mutantes de la flavohemoglobina muestran una
inhibicién parcial de su crecimiento en presencia de NO (de Jesus-Berrios et al.,
2003). La disponibilidad y el andlisis del genoma de distintas especies de hongos ha
permitido constatar la presencia de genes codificadores de enzimas de tipo
flavohemoglobina en la mayor parte de las especies estudiadas. En el caso concreto
de B. cinerea los primeros andlisis bioinforméticos de una genoteca de cDNA de este
organismo permitieron identificar fragmentos de cDNA (clones AL116429.1 y
AL115888.1) (Gardner et al., 2000) cuya traduccién da lugar a secuencias de
aminodcidos con una homologia significativa con regiones dadas de enzimas tipo
flavohemoglobina. Estos primeros andlisis proporcionan las primeras evidencias
experimentales sobre las que se sustenta el trabajo que se presenta en esta memoria
de Tesis Doctoral.

Es interesante destacar que hasta la fecha no se han descrito enzimas de tipo
flavohemoglobina ni en especies vegetales ni en especies animales. Las plantas
poseen hemoglobinas no simbidticas que presentan actividad de degradacién de NO
(Perazzolli et al., 2004). Sin embargo su actividad y su modo de accién no son

similares a los descritos para las flavohemoglobinas (Perazzolli et al., 2004).
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4.2. EXPRESION DE LAS FLAVOHEMOGLOBINAS

El NO regula la expresion de genes en diferentes especies. En eucariotas, el
NO tiene una influencia directa sobre factores de trascripcion, aguas arriba de las
cascadas de sefalizacién, en la estabilidad y traduccion de mRNA y en el
procesamiento de productos primarios de genes (Bogdan, 2001). Interesantemente,
estudios de expresion llevados a cabo sobre plantas de tabaco indican que el NO y el
H,0; inducen la expresion de rutas de sefializacién similares (Zago et al., 2006).

El gen mas inducido bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas en Bacillus
subtilis en respuesta a tratamientos con NO en forma de gas es el gen codificador de
flavohemoglobina (Moore et al., 2004). Sin embargo, este mismo estudio muestra
que la respuesta al estrés del NO gas y del donador SNP son diferentes. A pesar de
que ambos tratamientos inducen el regulén o', el NO gas lo hace mediante la via
energética y el SNP mediante la via de estrés ambiental. El fenémeno en la diferencia
de la respuesta trascripcional dependiendo de la fuente de NO ha sido también
observada en S. cerevisiae (Sarver y DeRisi, 2005). Este fenémeno es debido
probablemente a la cantidad de NO liberada por el donador y el tiempo de exposicion
a NO que tiene cada donador determinado por su vida media (Fitzhugh y Keefer,
2000).

La expresion del gen codificador de la flavohemoglobina de E. coli (hmp)
estd particularmente inducida por NO (Gardner et al., 1998; Hausladen et al., 1998;
Membrillo-Hernandez et al., 1998; Poole et al., 1996) aunque esta induccién no se ve
influenciada por el O, (Poole et al, 1996). Asimismo, la induccién de la
flavohemoglobina de Salmonella enterica mediante agentes generadores de
superdxido se ha visto que es regulada por RamA (Hernandez-Urzua et al., 2007).

La flavohemoglobina de S. cerevisiae (yhbl) tiene una expresion constitutiva
que no se ve incrementada con tratamientos del donador de NO DETA/NO en
cultivos logaritmicos o estacionarios bajo condiciones aerdbicas o anaerébicas (Liu
et al., 2000). Por el contrario, la respuesta de S. cerevisiae al tratamiento con
DPTA/NONOate incrementa la expresion de yhb1 10 veces (Sarver y DeRisi, 2005).
Este diferente comportamiento puede ser debido a las diferencias en los donadores de

NO, medios de cultivo, cepas de levadura, sensibilidad del método de medida o
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condiciones de cultivo utilizadas. La expresion de yhbl tampoco es
significativamente afectada por quimicos que imponen estrés oxidativo como el
H,0,, paraquat y menadiona (Buisson y Labbe-Bois, 1998; Zhao et al., 1996). Sin
embargo, la expresién de yhb1 es menor en cultivos anaerdbicos de la levadura que
en aerdbicos (Crawford et al., 1995; Liu et al., 2000; Zhao et al., 1996). Asimismo,
la expresion de yhbl se ve reducida profundamente después del cambio diauxico
desde la fase logaritmica a la estacionaria, siendo este cambio independiente de la
fuente de nutrientes (Crawford et al., 1995).

La mutacién de Fzflp en S. cerevisiae elimina la respuesta de trascripcion al
estrés nitrosativo donde resalta yhb1 y, por el contrario, la sobreexpresion de Fzflp
estimula la expresion de yhb1 y del grupo de genes estimulados por NO, pero sin que
se afiada NO (Sarver y DeRisi, 2005). Este trabajo fue realizado utilizando
microarrays los cuales constituyen una herramienta poderosa que ha sido aplicada en
otros microorganismos para ver su respuesta trascripcional a NO. Tal es el caso de
Candida albicans, cuya respuesta a NO muestra a yhb1 como el gen cuya expresion
mas se induce (Hromatka et al., 2005).

Se han realizado modelados de la respuesta trascripcional de S. cerevisiae a
NO mediante una aproximacion conducida por una red bayesiana (Zhu et al., 2006).
Las predicciones del modelo fueron confirmadas con trabajo experimental de
expresion y muestran que la expresion de yhbl se incrementa de 2 a 4 veces al
cambiar de un medio con glucosa a uno de galactosa o rafinosa, respectivamente,

independientemente de Fzf1p.

4.3. IMPLICACION DE LAS FLAVOHEMOGLOBINAS EN
PATOGENICIDAD.

En modelos animales las flavohemoglobinas son unos poderosos agentes
detoxificadores de NO con un claro efecto en virulencia. La flavohemoglobina de C.
neoformans es esencial para la virulencia del hongo en ratones al degradar el NO
producido por la iNOS, ya que la virulencia de mutantes de flavohemoglobina se
reestablece en animales iNOS™ (de Jesus-Berrios et al., 2003). Es interesante

destacar que en el mismo trabajo se indica que el estudio y caracterizacion de dobles
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mutantes de la flavohemoglobina y de la superdxido dismutasa, responsable esta
ultima de la proteccion de C. neoformans al estrés oxidativo, demuestran un efecto
sinérgico de ambos sistemas en la reduccién de la virulencia sobre ratones.

La reduccién de vilurencia de los mutantes de flavohemoglobina se ha
descrito en C. albicans (Hromatka et al., 2005; Ullmann et al., 2004). En el genoma
de C. albicans se identifican tres flavohemoglobinas, pero sélo una, yhbl, es
inducida por NO y responsable de la degradacién de NO y de la virulencia (Ullmann
et al., 2004). Sin embrago, los mutantes del gen yhb1 de C. albicans no recuperan la
virulencia en mutantes de ratéon carentes de NOS2 (Hromatka et al., 2005). En la
bacteria patégena humana S. enterica su flavohemoglobina es necesaria para la
infeccion de ratones, restaurandose la virulencia en mutantes de ratones carentes de
la iNOS (Bang et al., 2006).

En plantas, el NO es esencial para la HR y la resistencia a patégenos
(Crawford y Guo, 2005; Delledonne et al., 1998). De hecho, mutantes de
Arabidopsis thaliana AtNOS1 cuya produccién de NO se ve mermada, tienen una
dramadtica susceptibilidad al patégeno Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000
(Zeidler et al., 2004).

La flavohemoglobina de Erwinia chrysanthemi (HmpX) es inducida durante
la infeccion y es esencial para el desarrollo de ésta (Favey et al., 1995). HmpX
consume NO y previene la inhibicién de la respiracién celular por NO, produciendo
el mutante de HmpX la acumulacién de altos niveles de NO y la HR en el huésped
(Boccara et al., 2005). La expresion constitutiva de HmpX en Pseudomonas syringae
incompatible suprime dramdticamente la HR y el desarrollo de sintomas en
Arabidopsis (Boccara et al., 2005). Plantas transgénicas de Arabidopsis que expresan
el gen hmp de E. coli reducen el NO acumulado in planta y la atenuacién del choque
de NO producido por el patégeno (Zeier et al., 2004). Tomando todos estos datos en
su conjunto podemos deducir que las flavohemoglobinas son unos potentes
detoxificadores del NO que reducen la HR en plantas y el estrés nitrosativo en el

patégeno.
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OBJETIVOS

El 6xido nitrico es una potente molécula sefializadora con actividad en todos

los grupos de organismos, desde microorganismos a mamiferos, pasando por las

plantas. La investigacion del papel que el NO pueda jugar en las interacciones

planta-patdgeno en las que participa B. cinerea abre un interesante campo de estudio

que proporcionard informacién bdsica para profundizar en la caracterizacién de los

mecanismos de patogenicidad del hongo, los mecanismos de resistencia de la planta

y contribuird a resolver los importantes problemas de sanidad vegetal ocasionados

por este patdgeno.

1-

Son objetivos de la presente Tesis Doctoral los siguientes:
Aislamiento, identificaciéon y clonacion del gen o genes codificadores de
enzimas de tipo flavohemoglobina en el hongo fitopatégeno B. cinerea.
Estudio de los patrones de expresion del gen o genes de B. cinerea
codificadores de enzimas de tipo flavohemoglobina durante el crecimiento
saprofitico del patégeno, en respuesta a la exposicion a NO exdgeno y durante
la interaccion con la planta huésped.
Expresion heter6loga del gen o genes codificadores de enzimas de tipo
flavohemoglobina de B. cienerea en la cepa mutante yhbl de S. cerevisiae,
deficiente en la actividad de la enzima flavohemoglobina, y andlisis de la
actividad enzimdtica de la proteina o proteinas BcFGH expresada/s en la
levadura.
Obtencién de mutantes de B. cinerea deficientes en el gen o genes
codificadores de enzimas de tipo flavohemoglobina mediante técnicas de
reemplazamiento génico.
Caracterizacién bioquimica y fisiolégica de los mutantes de B. cinerea
deficientes en el gen o genes codificadores de enzimas de tipo
flavohemoglobina. Evaluacién del papel que pueda jugar la detoxificacién de

NO en la capacidad de B. cinerea para infectar a la planta huésped.
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6- Andlisis de la producciéon de NO por B. cinerea durante el crecimiento
saprofitico en cultivo en medio liquido y durante la interaccién con la planta
mediante métodos quimioluminiscentes y fisicoquimicos.

7- Optimizacién de los procedimientos experimentales en la transformacién de B.

cinerea para el andlisis de la funcién génica.
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Materiales y Métodos

1. ORGANISMOS

1.1. PLANTAS

Las plantas de la variedad de tomate (Lycopersicum esculentum) Roma
utilizadas en este trabajo fueron cultivadas y cedidas por los Doctores Pablo
Benavides y José Luis Palomo del Centro de Diagndstico de Aldearrubia, Salamanca,
de la Junta de Catilla y Ledn.

Las plantas de tabaco (Nicotiana benthamiana) utilizadas también fueron
facilitadas por los Doctores Pablo Benavides y José Luis Palomo del Centro de
Diagnéstico de Aldearrubia, Salamanca, de la Junta de Catilla y Le6n.

El ecotipo columbia (Col-0) de A. thaliana y la linea mutante Atnosl
(mutante de Col-0 deficiente en la produccién de NO (Guo et al., 2003)) fueron
proporcionadas por el Dr. Oscar Lorenzo Sanchez.

El material vegetal de vid (V. vinifera) utilizado en este trabajo fue recogido
de campos experimentales de control del Instituto Tecnolégico Agrario de la Junta
de Castilla y Leon. Se utilizaron diferentes tipos de variedades de campo cultivadas
tradicionalmente y comercialmente en Castilla y Le6n como Tinta del Pais, Tinta de

Toro, Tempranillo, Verdejo, Garnacha o Juan Garcia.

1.2. HONGOS

La cepa tipo silvestre de B. cinerea, B05.10, fue obtenida en el laboratorio del
Professor Paul Tudzynski (Wilhelms Universitit Miinster, Alemania) (Buttner et al.,
1994). Se trata de una cepa haploide ampliamente caracterizada en diversos
laboratorios y derivada de la cepa de campo SAS56 (Faretra et al., 1988) mediante
tratamiento con benomilo. Se utilizaron stocks de la cepa de B05.10 conservada en
dos origenes diferentes, uno de la Universidad de Salamanca (EBO5) y otro de la
Universidad de Miinster (TB0S). Asimismo, se utilizaron otras dos cepas tipo
silvestre, las cepas T4 y Pi, y las cepas mutantes alteradas en el gen codificador de la

enzima nitrato reductasa (niaD) derivadas de estas tltimas, denominadas cepas pT4 y
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2Pi, proporcionadas por Caroline Levis de la Estacion de Patologia Vegetal del
INRA, Francia, (Levis et al., 1997).

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli cepa Spl (Ramos et al, 2007) y
Phycomyces blakesleeanus cepa C141B (coleccién del Dr. Arturo Pérez Eslava)

fueron utilizadas como controles del crecimiento de B. cinerea.

1.3. LEVADURAS

Se utilizé la estirpe de S. cerevisiae BY4743 (MATa/a his3D1/his3D1
leu2D0/leu2D0 1ys2DO/LYS2 MET15/met15D0 ura3DO/ura3D0) y su mutante
correspondiente para la flavohemoglobina, yhbl (Liu ef al., 2000). Ambas estirpes
fueron gentilmente proporcionadas por el Dr. Alexander Idnurm de la Universidad de

Duke, EE.UU.

1.4. BACTERIAS

La cepa de E. coli DHS5a (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, galT22,
metB1, trpRS5, A-) (Promega) fue usada en los experimentos de infeccién y

multiplicacion de bacteri6fagos.

1.5. VIRUS

El bacteri6fago Lambda3 de Promega fue usado como vector de clonacién y

construccion de una genoteca de DNA gendmico de B. cinerea cepa B05.10.
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2. MEDIOS Y CONDICIONES DE
CULTIVO

2.1. PLANTAS

Las plantas de tomate y tabaco fueron cultivadas en vermiculita en el
invernadero del Centro de Diagndstico de Castilla y Le6n (Aldearrubia, Salamanca)
durante 8 semanas.

Las semillas de Arabidopsis fueron sembradas en placas de Petri estériles que
contenfan 2 % agar en agua. Se incubaron durante 3 dias a 4 °C para eliminar la
dormicién de las semillas y después fueron incubadas a 22 °C con un fotoperiodo de
8 horas de luz y 70 % de humedad relativa (HR). Después de una semana las
pléantulas fueron transplantadas a sustrato compuesto por 3 partes de turba por una de
vermiculita. Las plantas fueron incubadas durante un mes a 22 °C con un fotoperiodo
de 8 horas de luz y 70 % de HR para la obtencién de hojas bien desarrolladas. Una
muestra de las plantas obtenidas se puede ver en figura 10A. Posteriormente, el
foroperiodo se cambio a 16 horas de luz para la induccién de la floracién y la
produccion de nuevas semillas.

Las cepas de vid fueron cultivadas en campos experimentales de control sin
ninglin tratamiento fungicida localizados en Castilla y Leén (Fig. 10B). Se

recogieron hojas durante el verano para realizar los ensayos de infeccion.

Figura 10. Material vegetal utilizado en los experimentos.

A- Plantas de Arabidopsis de 4 semanas preparadas para recoger material para infectar. B-
Campos experimentales donde se recogié material de vid para infectar.
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2.2. HONGOS

2.2.1. 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 BS con vitaminas (AppliChem) (3,17 g/l)
suplementado con 10 mM Sucrosa y 10 mM KH,PO, pH 6,0. El medio fue inoculado
rutinariamente con 5x10° conidios ml™ (sp/ml), mantenido a temperatura ambiente
sin agitacién por una hora para favorecer la sincronizacién en la germinacion e
incubado posteriormente a 22 °C con agitacion a 180 r.p.m. Alternativamente se
utilizé extracto de malta (Difco) (ME) cuando se necesitd un medio mds rico para
determinar un desarrollo del hongo mds rédpido o para obtener micelio para la

preparacién de protoplastos.

2.2.2. Cultivo en medio solido de B. cinerea.

Para la obtencién de conidios se sembraron placas de Preti de PDA (Potato
Dextrose Agar, Difco) suplementadas con 30 % p/v de extracto de hojas de tomate
(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 conidiacion al exponer el micelio a luz ultravioleta de onda larga
(280-420 nm) durante 16 horas. Las placas se incuban entonces por una o dos
semanas hasta tener la maxima produccion de conidios.

Para el andlisis del crecimiento saprofitico se utilizaron placas de medio MEA
(Malt Extract Agar, Difco) y de medio BS sélido compuesto por sales Gamborg’s BS
con vitaminas (AppliChem), 10 mM Sucrosa, 10 mM KH,PO4 pH 7y 2 % agar.

La seleccion de transformantes resultado de la transformacion de B. cinerea
se realizé utilizando el medio MEA (Malt Extract Agar, Difco) al que se afiadi6, una

vez esterilizado en el autoclave, 70pg/ml de higromicina (Roche).
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2.3. BACTERIAS

E. coli fue cultivada en medio LB (Luria-Bertani) liquido o sélido, el cual
estd compuesto por 0,5 % de extracto de levadura (Difco), 1 % de bactotriptona
(Difco), 1% de NaCL y 2 % de agar en el caso del medio sélido. La temperatura de
incubacién fue 37 °C y en el caso de cultivo en medio liquido se aplicé agitacién a
220 r.p.m. Cuando fue requerida la seleccion de colonias utilizando la resistencia a la
ampicilina, se afiadieron, después de eserilizar el medio LB en el autoclave, 100
pg/pul de ampicilina esterilizada por filtracion. Cuando se llevaron a cabo infecciones
con bacteridfagos, el medio LB fue suplementado con 0,2 % maltosa y 10 mM

MgClz.

2.4. LEVADURAS

YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium, Difco) en medio liquido fue
usado para la obtencién de células competentes para la transformacion de levaduras.

SC (Synthetic Minimal) es el medio de selecciéon de levaduras cuya
composicioén por litro de medio es: 6,7 g de Yeast Nitrogen Base without Amino
Acids (Difco), 20 g Glucosa, 2 g Casamino Acids (Difco) y 20 g Agar.

El medio SC+U (Synthetic Minimal+Uracilo) no es selectivo y su
composicion es como el SC pero afiadiendo 0,1 g de Uracilo por litro.

El medio de induccién es el medio SC+U donde se ha sustituido la glucosa

por un 2 % de galactosa.

2.5. BACTERIOFAGOS

Los fagos se conservaron a 4 °C en tampon de fagos (20 mM Tris-HC1 pH
7,4, 100 mM NaCl, 10 mM MgSOy). E. coli LE392 fue cultivada en medio LB
suplementado con 0,2 % maltosa y 10 mM MgCl, a 37 °C en agitacion a 200 r.p.m.
hasta lograr una OD600 de 0,6. Se mezclaron 100 pl de diluciones de fagos con 100

pl del cultivo de bacterias y se incub6 la mezcla a 37 °C durante 30 minutos. La
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suspension de bacterias-fagos se mezcl6 con 3 ml de top-agar compuesto por LB, 10
mM MgSOy, 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 y fueron incubadas a 37 °C una noche hasta tener halos de

infeccion.
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3. EXTRACCION DE CONIDIOS DE
BOTRYTIS CINEREA

El trabajo de extracciéon de esporas se realizd en una campana de flujo
laminar para garantizar las maximas condiciones de esterilidad. Sobre placas
esporuladas de B. cinerea se anadieron 10 ml de 5%10* % Tween20 y se agitd
suavemente con una asa de siembra para favorecer la liberacion de los conidios en la
suspension de Tween 20 (Fig. 11). Posteriormente, se recogio 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 centrifugaciéon de 50 ml. Se repiti6 de nuevo la operacién para recoger los

conidios que pudieran haber quedado sobre la placa petri.

Figura 11. Extraccién de conidios de B. cinerea a partir de una placa de PDA-tomate.

La suspension de conidios se centrifugd a 1.000 r.p.m. durante 10 minutos y
se eliminé el sobrenadante. Se afiadieron 20 ml de agua destilada estéril, se
resuspendieron los conidios mediante agitacién vigorosa y se volvi a centrifugar la
suspensién a 1.000 r.p.m. por 10 minutos. Este proceso de lavado se repitié dos o tres
veces. Finalmente, después del tltimo lavado, las esporas fueron resuspendidas en 10

ml de agua destilada estéril.
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Una alicuota de la suspension de esporas resultantes se diluy6 (1:100 y 1:10)
para poder ser contadas en una cdmara Thoma. La concentracion de esporas fue
calculada teniendo en cuenta las caracteristicas de la camara Thoma utilizada, las
repeticiones realizadas y el factor de dilucién aplicado.

Las esporas fueron conservadas a 4 °C durante una semana para su uso en
fresco. Para una conservacion a largo plazo, la suspension de esporas se conservé en

15 % glicerol a -80 °C.
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4. ENSAYOS DE CRECIMIENTO
SAPROFITICO

Una suspensién de 1x10° esporas por cada ml de agua destilada estéril fue
utilizada como stock inicial de las cepas de B. cinerea. El medio de cultivo, diferente
seglin las necesidades de cada experimento, fue MEA, B5 sélido o B5 sélido
suplementado con 200 mg/l de Arginina (Sigma). En el centro de cada placa Petri se
sembrd una gota de 5 pl de la suspension de conidios para obtener 500 esporas
totales. Por cada muestra se sembraron 3 6 4 placas para obtener un nimero de
repeticiones estadisticamente significativo.

Las placas se dejaron crecer a 22 °C y se midi6 el didmetro de la colonia a los
dias 3, 4 y 5 después de la inoculacion 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
conidios y micelio o el desarrollo de esclerocios.

Para la induccién de estrés nitrosativo se utilizaron los donadores de NO
DETA/NO (Dietilenotriamina, Sigma) a una concentracién de 0,125 mM en MEA y
SNP (Dihidrato de Sodio Nitroprusida, Sigma) a unas concentraciones de 0,5 mM y
I mM en MEA. Para la induccién de estrés oxidativo se afiadié Perdxido de
Hidrogeno (H,O,) al 30 % de relacion en peso (Sigma) a una concentracién de 2,5
mM, 5 mM y 10 mM en MEA. Asimismo, para la induccién de estrés oxidativo se

utiliz6 Menadiona (Sigma) a una concentracién de 250 uM y 500 uM en MEA.

69



Papel del NO en B. cinerea

5. ENSAYOS DE INFECCION EN
PLANTA

5.1. CARACTERIZACION FITOPATOLOGICA

El andlisis del grado de infeccién de cepas de Botrytis cinerea se realizd
segtin Benito et al. (Benito ef al., 1998). En primer lugar se prepard una suspension
de esporas de cada cepa a analizar en el medio B5 a una concentracién de 1x10°
sp/ml y se dejaron reposar durante una hora a temperatura ambiente.

Mientras las esporas reposaban, se prepard el material vegetal a infectar. En
el caso de plantas de tomate, tabaco o vid se cortaron las hojas y se insertaron por el
peciolo en bloques de material inerte y absorbente de floristeria previamente saturado
en agua y colocados sobre placas Petri con agua. Esta estructura se colocé en
bandejas de plastico en cuya base se colocaron ldminas de papel absorbente
humedecido y una rejilla que permitiera una separacién entre el papél humedo y las
hojas inoculadas (Fig. 12). En el caso de hojas de Arabidopsis, éstas fueron cortadas
e incrustadas por el peciolo en placas Petri con agar al 2 %.

Se inocularon sobre las hojas gotas de 5 ml con 500 conidios. Se dejaron
secar durante 30 minutos a temperatura ambiente y se sell6 la parte superior de las
bandejas con una pelicula de pléstico para crear un microclima con alta humedad
relativa (HR). Las bandejas se incubaron en germinadores a una temperatura de
22°C, 80 % HR, 16 horas de fotoperiodo y durante 3 dias. Las placas con hojas de
Arabidopsis siguieron un procesamiento similar.

Para el andlisis del proceso de infeccion, la agresividad de las distintas cepas
analizadas se evalué cuantificando dos pardmetros diferentes: en primer lugar
estimando el porcentaje de lesiones dispersivas producidas, y en segundo lugar el
diametro medio de las lesiones dispersivas producidas y el progreso de la infeccion

en cada caso.
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Figura 12. Sistema de infecién en hojas de tomate.

Se pueden apreciar las hojas de tomate, la bandeja, el papel humedecido, la rejilla y la
espuma de material inerte humedecida donde se asientan las hojas.

5.2. OBTENCION DE MATERIAL INFECTADO PARA LA
EXTRACCION DE ADN Y ARN

Para la obtencion de material infectado se utilizé el modelo tomate-B. cinerea
(Benito et al., 1998). Se prepard una suspension de 1x10° sp/ml que se inocularia en
hojas de tomate preparadas en bandejas como se ha descrito en el apartado anterior.
La inoculacién se realizé6 por medio de un spray que contenia la suspension de
esporas y que creaba una red de pequefias gotas sobre la superficie de la hoja. El
spray estaba impulsado gracias a la presion ejercida por una botella de N,. Las
muestras se dejaron secar por 30 minutos a temperatura ambiente y se cubrieron por
una ldmina de plastico. 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 (h.p.i.), congeldndolas en nitrégeno liquido y

conservandolas a -80 °C.
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6. EXTRACCION DE ACIDOS
NUCLEICOS

6.1. ADN GENOMICO DE B. CINEREA

Se utilizaron dos métodos para la extraccion de ADN gendémico de B.
cinerea: uno mds eficiente y laborioso para obtener ADN de calidad (Moller et al.,
1992), que denominamos método estandar, y otro mas rapido y sencillo para obtener
ADN gendmico para su utilizacion como molde en reacciones de PCR para el

andlisis de transformantes y que denominamos método rapido.

6.1.1. Método estandar

En este caso, el material de partida fue pasta de micelio derivada de un
cultivo en medio B5 en agitacién durante 16 horas, recogido por sedimentacion y
secado entre piezas de papel secante. Esta pasta fue marcada y sumergida en
nitrégeno liquido pudiendo ser almacenada a -80 °C para un posterior procesamiento.

Unos 200 mg de la pasta de micelio congelado fue depositada en un mortero
y molida en la presencia de nitrégeno liquido.

Se afiadieron 700 pl de tampén TES al mortero y se volvié a moler hasta
tener una buena suspension. El tampdon TES se compone de 100 mM TRIS-HCI pH
8, 10 mM EDTA y 2 % SDS. 500 pl de la suspension fueron apartados a un tubo de
1.5 mlL

5 ul de proteinasa K 20 pg/ pl (100 pg totales) fueron afiadidos al tubo que
fue incubado durante una hora a 60 °C.

Se ajust6 entonces la concentraciéon de sales (NaCl) a 1.4 M con 140 pl de 5
M NaCl y se afiadieron 1/10 volimenes de 10 % CTAB (65 ul). Se incubé toda la
mezcla durante 10 minutos a 65 °C.

Transcurrido este tiempo, se afiadi6 1 volumen de SEVAG
(cloroformo:isoamilico 24:1) (700 ul) y el volumen resultante se mezcl6 suavemente
y se incubd en hielo durante 30 minutos. Se centrifuga posteriormente la mezcla a

10.000 r.p.m., a 4 °C y durante 10 minutos. La fase acuosa se transfirié a dos tubos
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Eppendorf, dividiendo la extraccién en dos tubos con aproximadamente 700 pl de
muestra cada tubo.

Se afiadieron entonces 112,5 pl de 5 M acetato amodnico a cada tubo, se
mezclaron suavemente y se incubaron los tubos en hielo durante al menos 30
minutos. Después se centrifugaron a 12.000 r.p.m., a 4 °C y durante 10 minutos y el
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo de 1,5 ml, desechandose el resto.

En este momento se incorporaron 10 pul de RNAse a una concentracion de 10
pg/pl a cada uno de los dos tubos y se prolongé la incubacién a 37 °C durante una
hora.

Posteriormente, se extrajo dos veces la fase soluble de las muestras con 0,5
volumenes de fenol (400 pl por tubo) y 0,5 volimenes de SEVAG (400 pl por tubo).
En cada extracciéon después de anadir el fenol-cloroformo la mezcla se agitd
vigorosamente, se centrifugd a 10.000 r.p.m. a 4 °C durante 10 minutos y se separ¢ la
fase acuosa sobrenadante a un nuevo tubo.

Se extrajo después la fase acuosa de nuevo con un volumen de SEVAG. Se
afiadieron 800 pl a cada uno de los dos tubos, se mezcld, se centrifugd a 10.000
r.p.m. a 4 °C durante 10 minutos y se separo la fase acuosa sobrenadante a un nuevo
tubo.

Finalmente, para precipitar el ADN se afiadieron 450 pl de isopropanol (0,55
vol.) a cada tubo y la mezcla se centrifugé a 12.000 r.p.m. y 4 °C durante 10 minutos.
Se desech¢ el sobrenadante y se afiadieron 400 ul de 70% etanol a cada tubo. Se
centrifugé la muestra a 13.000 r.p.m. y 4 °C durante 10 minutos, se elimind el
sobrenadante y de cada tubo se elimind el etanol residual en un speedvac.

El precipitado de dcido nucleico se resuspendié en 100 pl de agua MiliQ.
Para el andlisis de la concentracién de ADN ha sido utilizado rutinariamente un
método espectrofotométrico (nanodrop ND-1000). Las muestras se almacenaron a

4°C para un futuro uso.

6.1.2. Método rapido

En este método el material de partida es micelio crecido en medio sélido que

fue recogido raspando la superficie de la placa de cultivo con un bisturi. Para extraer
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ADN 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 afiadieron 500 pl del tampén de extracciéon compuesto por 100 mM NacCl,
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 agité fuertemente en el vortex y se
incubd a 60 °C durante 5 minutos. Se perford la base del tubo mediante una aguja
caliente y se introdujo en un nuevo tubo de 1,5 ml, centrifugdndose a 10.000 r.p.m
durante 2 minutos.

El extracto recuperado se calenté a 80 °C durante 10 minutos, se centrifugd a
13.000 r.p.m. durante 2 minutos y se extrajo el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5
ml.

Se afiadié un volumen de Fenol-Cloroformo-Isoamilico (25:24:1), se mezcld,
se centrifugd a 10.000 r.p.m. y 4 °C durante 10 minutos y se extrajo la fase acuosa
transfiriéndola cuidadosamente a un nuevo tubo Eppendorf.

El ADN fue precipitado afiadiendo 0,7 voliumenes de isopropanol Yy
centrifugando a 13.000 r.p.m y 4 °C durante 5 minutos. Después se lavo con etanol
70 %, se centrifugd a 13.000 r.p.m. y 4 °C durante 5 minutos, se eliminé el
sobrenadante y el precipitado se sec en un speedvac. Se afiadieron, finalmente, 25 pl
de agua MiliQ para resuspender el precipitado de acido nucleico y se almacend a -20

°C.

6.2. ADN DE PLASMIDOS

Para el aislamiento de ADN de pldsmidos multiplicados en E. coli se
utilizaron distintos procedimientos experimentales, eligiéndose uno u otro en funcién

de las necesidades particulares en cada caso.

6.2.1. Minipreparacion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina

E. coli transformada con un plasmido 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 r.p.m durante 10 minutos, se elimind el sobrenadante y se
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afiadieron 100 pl de solucién I compuesta por 50 mM glucosa, 25 mM TRIS-HCI pH
8 y 10 mM EDTA pH 8. Se resuspendi6 el precipitado de células y se incub6 5
minutos a temperatura ambiente.

Se afiadieron 200 pl de solucién Il compuesta por 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 afiadieron 150 pul de 3 M acetato sédico pH 5,2. Se
mezcld suavemente y se incubd en hielo durante 5 minutos. Se centrifugd a 13,000
r.p.m. durante 5 minutos y se recogi6 el sobrenadante a un nuevo tubo, desechandose
el resto.

Un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) (450 ul) fue
afiadido a la extraccion y agitado en el vortex durante 30 segundos. Después las
muestras se centrifugaron a 10.000 r.p.m. por 10 minutos a 4 °C. Se extrajo la fase
acuosa a un nuevo tubo, eliminandose el resto. Se afiadieron 2,5 volimenes de 100%
etanol (1ml) y se centrifugé a 12.000 r.p.m. y 4 °C durante 15 minutos, desechdndose
el sobrenadante consecuente. Se lavd el precipitado con 200 pl 70% etanol, se
centrifugé a 13.000 r.p.m. y 4 °C durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se
deseco en el speedvac. Finalmente el precipitado de 4cido nucleico se resuspendi6 en

50 pl de agua MiliQ.

6.2.2. Preparacion de grandes cantidades de ADN plasmidico

Se incubaron 100 ml de LB con 100 pg/ml de ampicilina hasta tener
crecimiento exponencial de las bacterias. Se centrifugaron en dos tubos de 50 ml a
3.000 r.p.m. durante 20 minutos y se deseché el sobrenadante. Se afiadieron 10 ml de
solucién I (50 mM glucosa, 25 mM TRIS-HCI pH 8 y 10 mM EDTA pH 8) a cada
tubo, se transfirié la extraccién a correspondientes tubos de 50 ml de ultracentrifuga
y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente.

Se afiadieron 10 ml de solucién I (0,2 N NaOH y 1 % SDS) a cada tubo, se
mezcld y se incub6 en hielo durante 10 minutos. Posteriormente se afiadieron 7,5 ml
de 3 M acetato sodico a cada tubo, se incub6é 20 minutos en hielo y se centrifugd a
10.000 r.p.m. a 4 °C durante 20 minutos. Se recogio el sobrenadante en nuevos tubos
de ultracentrifuga, se afiadieron 0,6 volimenes de isopropanol (16.5 ml) para

precipitar el ADN, se incub6 de varias horas a una noche a 4 °C, se centrifugé a 20°C
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10.000 r.p.m. durante 10 minutos en la supercentrifuga y se desechd el sobrenadante.
Se lavé con 10 ml de etanol 70 %, se centrifugd a 20 °C y 10.000 r.p.m. durante 10
minutos, se desechd el sobrenadante y se dejd secar a temperatura ambiente.

El pellet precipitado de ADN de los dos tubos de cada muestra se resuspendi6
en un volumen final de 8 ml de agua, se centrifugd a 20 °C y 10.000 r.p.m. durante
10 minutos y se recogié el sobrenadante en un tubo nuevo. Se afiadieron 1/10
volimenes de 3 M acetato sédico (0,8 ml) y 2,5 volimenes de etanol 100% (20 ml),
se centrifugé a 20 °C y 10.000 r.p.m. durante 10 minutos y se desechd el
sobrenadante. Se lavé el precipitado con 10 ml de etanol 70 %, se centrifugé a 20 °C
y 10.000 r.p.m. durante 10 minutos, se deseché el sobrenadante y se dejo secar a
temperatura ambiente.

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

Se afiadieron 400 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) a cada
tubo. Las mezclas resultantes se agitaron en el vértex por 30 segundos, se
centrifugaron a 10.000 r.p.m. por 10 minutos a 4 °C y se extrajo la fase acuosa en
cada caso. Este paso de extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico se repitié
una segunda vez.

Se anadieron 1/10 volimenes de 3 M acetato sodico (40 pl) y 2,5 voliimenes
de etanol 100 % (1ml), se centrifugd a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos y se desechd
el sobrenadante. Se lavé con 1 ml de etanol 70%, se centrifugé a 10.000 r.p.m.
durante 10 minutos y se desechd el sobrenadante. Se eliminé el etanol residual en un

speedvac y finalmente el ADN se resuspendié en 200 pl de agua MiliQ.

6.2.3. Utilizacion de un kit comercial para la purificacion de ADN
plasmidico

Cuando se necesité obtener pequefias cantidades de ADN plasmidico con un
grado de limpieza superior para determinadas aplicaciones especificas tales como
secuenciacion, se utilizé el kit comercial Fast Plasmid (Eppendorf) siguiendo las

recomendaciones de uso indicadas por el proveedor. Este método proporciona ADN
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plasmidico de gran pureza sin necesidad de llevar a cabo extracciones con fenol-

cloroformo-alcohol isoamilico.

6.3. 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-HCl pH 7,4, 100 mM NaCl, 10 mM MgSO,) en placas con halos de lisis
confluentes durante 2-4 horas a temperatura ambiente o a 4 °C toda la noche con
agitacion. El tamp6n 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 afadid 0,3% de cloroformo para permitir la
conservacion de los fagos si fuera necesario. Se afiadio 1 pl RNAsa (10 pg/pl
enzima, 10 mM acetato sédico, 100 mM Tris-HCI pH 7,4) y 5 ul DNAsa (2 pg/ul
enzima, 10 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,) para eliminar los
dcidos nucleicos bacterianos. Posteriormente por medio del kit de Qiagen se extrajo
el ADN del fago siguiendo las recomendaciones de utilizacion indicadas por el

proveedor.

6.4. EXTRACCION DE ARN TOTAL DE B. CINEREA

Para la extracciéon de ARN total se utilizaron dos métodos diferentes: el
método basado en la utilizacién del kit comercial “RNeasy Mini”, comercializado
por la empresa QIAGEN, y el método basado en la utilizacién del producto “TRI
reagent” manufacturado por la empresa Molecular Research Center INC
(Chomczynski, 1993). En nuestra experiencia el método basado en la utilizacién del
“TRI reagent” que se describe a continuacién ha resultado ser mejor en cuanto a la
calidad y cantidad del ARN extraido.

Se pulverizaron en un mortero 100 mg de pasta de micelio en presencia de

nitrégeno liquido. Se afiadié 1 ml de TRI reagent y se recogi6 el homogeneizado en
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dos tubos de 1,5 ml. Posteriormente se dejé incubar durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

Se afiadieron 100 pl de 100 % cloroformo a cada uno de los dos tubos, se
agité en el vortex y se incubd a temperatura ambiente durante 2-15 minutos. Se
centrifugé a 12.000 g y a 4 °C durante 15 minutos y se recogié el sobrenadante en un
nuevo tubo.

Se afiadié un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se
agitd, se centrifugdé durante 10 minutos a 4 °C y 12.000 r.p.m., transfiriendo la fase
acuosa a un tubo nuevo. Se repitié6 de nuevo la extraccién. El volumen final de
muestra, procesada desde un principio en dos tubos eppendorf, se uni6é en un mismo
tubo. 0,55 volimenes de isopropanol fueron afiadidos a cada tubo (550 pl), reposados
a temperatura ambiente durante 10 minutos y centrifugados a 12.000 r.p.m. y 4 °C
durante 10 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se lavé el precipitado de RNA con
1 ml etanol 70 %, se centrifugd a 12.000 g y a 4 °C por 10 minutos y se elimin el
sobrenadante. El etanol residual se evapor6 en un speedvac.

El ARN se disolvié en 200 pl de agua MiliQ estéril con 1 % DEPC y se
incubd a 65 °C durante 10 minutos. Posteriormente se dejoé en hielo y se midi6 la

concentracion mediante un espectrofotometro tipo nanodrop (ND-1000).
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7. EXTRA?CI(’)N DE LISADOS DE
PROTEINAS.

Se resuspendieron pellets frescos o congelados de células de S. cerevisiae en
500 pl de tampdn de lisis compuesto por 50 mM sulfato de sodio pH 7,4, 1 mM
EDTA, 5 % glicerol y 1 mM PMSF. Se centrifugé a 1.500 g durante 5 minutos a 4 °C
para sedimentar las células. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron las
células en un volumen de tamp6n de lisis tal que se determinara una OD600 entre 50
y 100 segin la OD600 calculada antes de sedimentar el cultivo celular. Se afadié un
volumen igual de bolitas de cristal lavadas con acido y se sometio el preparado al
sistema de agitacion FastPrep durante 3 pulsos de 15 segundos e intensidad 5,5. Se
perford la base del tubo mediante una aguja caliente y se introdujo en un nuevo tubo
de 1,5 ml, centrifugdndose a 10.000 r.p.m durante 10 minutos, recogiéndose asi el
sobrenadante y conserviandose a 4 °C. La concentracién de proteinas se calculd

mediante medicién expectrofotométrica (nanodrop ND-1000).
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8. VECTORES DE CLONACION

8.1. PGEM-T Y PGEM-T EASY

Los vectores pGEM-T y pGEM-T Easy son pldsmidos utilizados en la
clonacion de fragmentos de PCR. Estos vectores fueron proporcionados en forma de
Kit comercial por la casa Promega. Se 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 plasmido. Contienen la regién codificante del
péptido a de la enzima B-galactosidasa (lacZ) cuya inactivacién insercional permite
la identificacidn por color de los clones recombinantes. El tamafio de los plasmidos
es de 3.000 y 3.015 pares de nucledtidos para pGEM-T y pGEM-T Easy,
respectivamente. La figura 13 permite apreciar las principales caracteristicas

estructurales de estos pldsmidos y la organizacion del polilinker de los mismos.

X¥mnl 1994 ¥minl 2009
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Figura 13. Estructura de los vectores pPGEM-T y pGEM-T Easy (Promega).

8.2. PBLUESCRIPT II SK +/-

Son plasmidos de 2.961 pares de nucledtidos derivados del pldsmido pUCI19.
La designacién SK indica que la orientacién del polilinker en el sentido de la

trascripcion de lacZ procede del sitio de restriccion Sacl al sitio de restriccion Kpnl
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(la designacion KS indicaria la orientacion contraria). MCS es el sitio de
multiclonaje donde se encuentra el polilinker que contiene las enzimas Kpnl, Apal,
Shol, Accl, Sall, Clal, Hindlll, EcoRV, EcoRl, Pstl, Smal, BamH]I, Spel, Xbal, Notl,

BstX1 'y Sacl. Mas detalles sobre el vector se observan en la figura 14.
Nae | 131

Ssplzeso Spl19

Xmn | 2645
Scal 2526
Pwu | 500
Pvu |l 2416 Pvull 529

BssHllg19
Kpnl 857 ! l'

pBluescript Il SK (+/-) [¢
phagemid vector ez 131
2961 bp

Pvu ll 977

AfTlT 1153

Figura 14. Estructura del vector pBluescript (Stratagene).

8.3.PYES

El plasmido pYES tiene un tamafio de 5,9 Kb y estd disefiado para determinar
la expresion inducida de proteinas recombinantes en S. cerevisiae. Las caracteristicas
del vector permiten una sencilla clonacién del gen de interés y la seleccion de
transformantes por medio de auxotrofia de uracilo (Fig. 15). Este vector fue obtenido
por la compaiiia Invitrogen. Contiene el promotor de levadura GAL1 que permite
una elevada expresion inducida de la proteina clonada en levadura por galactosa y su
represion por glucosa. También contiene el terminador transcripcional CYCI1 para

una eficiente terminacion del mRNA.
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Figura 15. Estructura del vector pYES (Invitrogen).

8.4.PLOB

Este plasmido contiene 5.289 pares de nucledtidos y estd disefado para
proporcionar resistencia a higromicina a B. cinerea. Estd construido sobre el
esqueleto del pldsmido pBS+ (Stratagene) en cuyo polilinker se ha clonado una
fusién génica que permite expresar el gen bacteriano de resistencia a la higromicina.
Este casete de resistencia incluye la region estructural del gen que proporciona
resistencia a higromicina (1.017 pares de nucledtidos) fusionada al promotor del gen
OliC de Aspergillus nidulans (876 pares de nucledtidos) y a un fragmento de B.
cinerea que incluye la region terminadora del gen codificador de la enzima arginino-
succinato sintasa de este organismo (755 pares de nucleétidos) y fue amablemente
cedido por el Dr. Jan A. L. van Kan, de la Universidad de Wageningen, Holanda
(ndmero de acceso Genbank AJ439603).
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8.5. PSILENT-1

El plasmido pSilent-1 fue desarrollado como un vector para producir
silenciamiento en hongos (Nakayashiki et al., 2005). Contiene un gen de resistencia a
la ampicilina como marcador seleccionable en E. coli, el promotor del gen del
triptéfano C (trpC) de A. nidulans seguido de un polilinker y el terminador del gen
trpC. Incluye, ademads, un casette de resistencia a higromicina que permite expresar
este marcador seleccionable en A. nidulans y en hongos en general. Este casete se
deriva de la fusion de la region estructural del gen de resistencia a higromicina bajo
el control del promotor del gen trpC de A. nidulans y del terminador del gen trpC de
A. nidulans. Se pueden apreciar los detalles del vector pSILENT-1 en el mapa que se
presenta en la figura 16.

A Xhol, SnaBl, Hindlll  Bgll, Sphl, Stul, Kpnl, Apal

e

Figura 16. Estructura del vector pSilent-1 (Nakayashiki et al., 2005).

8.6. 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 (Fig. 17).

Safll
BamH |
EcoR 1

24

1 WA

| ft arm (20kk) central stuler (14kb) | right arm (Skk) |

Figura 17. Estructura del vector EMBL3 (Promega).
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9. TRATAMIENTOS ENZIMATICOS DEL
ADN

9.1. ENZIMAS DE RESTRICCION

Las digestiones de ADN con endonucleasas de restriccion se llevaron a cabo
para la caracterizaciéon fisica de pldsmidos y fragmentos de ADN y para la
construccion de vectores recombinantes. Las diversas enzimas de restriccion fueron
proporcionadas por la casa Roche a una concentraciéon de 10 U/ul. Se define una
unidad como la actividad de la enzima que digiere completamente 1 pg de A DNA en
una hora a 37 °C en un volumen total de 50 pl. El tampdén 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.

En el caso de digestiones parciales, se optimizaron las condiciones de
digestion de la endonucleasa de restriccion diluyendo sucesivamente la enzima en

reacciones desde 1 a 0,005 unidades de enzima por pg de ADN.

9.2. DEFOSFORILACION

Esta metodologia se aplica para prevenir la recircularizacién de pldsmidos
digeridos con una tnica enzima de restriccidn y favorecer la clonacién de fragmentos
de ADN. Se basa en la eliminacion de los grupos fosfato terminal de los extremos 5’
del ADN.

Después de digerir el plasmido, se eliminé la enzima de restriccion mediante
extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y posterior
precipitacion con etanol. El sedimento de ADN se resuspendié en 40 pl de 10 mM
Tris-HCI pH 8 y se reservaron 4 pl de ADN para servir de control de la ligacién.

La reaccién de defosforilacién se compone de 5 pl de tampoén de fosfatasa
alcalina (10x) (Roche), 2 pl de fosfatasa alcalina CIP (Roche) diluida hasta 0,01
U/pmol de extremos (1 pg ADN 1 Kb = 1,52 pmol ADN = 3,04 pmol de extremos) y

agua hasta 50 pl totales de reaccién. La mezcla de reaccién se incubd durante 30
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minutos a 37 °C, se afiadi6 una segunda alicuota de 2 pl de enzima y se incub6 otros
30 minutos a 37 °C. Para parar la reaccién se afiadi6 1 pl de 0,5 M EDTA y se incubd
20 minutos a 65 °C. Se extrajo 3 veces con fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), se
precipitd con etanol y el precipitado se disolvié en un volumen de agua miliQ

adecuado para las ligaciones posteriores.

9.3. 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 reaccion que proporciona la casa comercial Fermentas en un tampén a 10 veces
la concentracién final de trabajo el cual estd compuesto por 400 mM Tris-HCI, 100
mM MgCl,, 100 mM DTT y 5 mM ATP. Las incubaciones se realizaron a 22 °C
durante al menos dos horas. Como norma general, las reacciones de ligacién se
llevaron a cabo en volimenes de 10 o 20 pl con la dilucines apropiadas del tampo6n

de ligacion y 1 pl de la suspensién de enzima a una concentracién de 1U/pl.
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10. ELECTROFORESIS

10.1. ELECTROFORESIS DE ADN

Las electroforesis de ADN se llevaron a cabo en geles de agarosa (del 0,6 al
2%) preparados en tampon IXTAE (40mM Tris-acetato y 1mM EDTA). Se
utilizaron cubetas horizontales de 15 6 30 cm de largo, utilizdndose como tampén de
electroforesis 1XTAE. EI ADN se mezcl6 en proporcion 6:1 con el tampén de carga
de electroforesis (30 % glicerol, 0,1 % azul de bromofenol y 0,1 % xilén cianol FF).
Se cargaron las muestras en el gel de agarosa incluyendo rutinariamente en cada gel
una carrera con una muestra de un marcador de tamafios (habitualmente ADN fago A
digerido con la enzima de restriccion Pstl). Los geles se corrieron a una potencia de
unos 6 V/cm aunque ésta se redujo dependiendo del rango de tamafios a resolver y de
la cantidad de ADN. Después de 45 a 60 minutos los geles se tifieron en un bafio de
0,5 pg/ml de bromuro de etidio en 1XTAE durante 20 minutos. EI ADN se visualizé
por medio de luz ultravioleta y se captaron las imagenes por medio del sistema

Kodak de grabacion digital de imagenes.

10.2. ELECTROFORESIS DE ARN

La electroforesis de ARN se realizO en condiciones desnaturalizantes
siguiendo el procedimiento descrito en Sambrook et al. (1989) y las indicaciones
recogidas en el manual de marcaje de sondas DIG (Roche Molecular Biochemicals).
Los geles de ARN proporcionan la matriz y las condiciones desnaturalizantes para
una correcta separacion y deteccion del ARN. Se preparan con concentraciones
variables de agarosa (normalmente 1 %) en tamp6n 1xMOPS (20 mM MOPS, 5 mM
acetato sodico, ImM EDTA pH 7) que contienen 2 % formaldehido y 0,5 pg/ml
bromuro de etidio.

Las muestras de ARN antes de ser cargadas se mezclaron con 2 volimenes de
tampon de carga. Para 0,5 ml de tampén de carga se afiadieron 250 pl 100%

formamida deionizada, 83 pl formaldehido, 50 pl 10xMOPS, 50 pl 100 % glicerol,
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10 wl 2,5 % azul de bromofenol y 57 pl agua 1 % DEPC. Tras una incubacién de 10
minutos a 65 °C para desnaturalizar el ARN, las muestras fueron depositadas en hielo
y cargadas en el gel.

Como tampodn de electroforesis se utilizé6 1xMOPS y se corri6 a una potencia
de 3 V/cm durante 3 horas dentro de una campana de extraccién. Debido a la poca
conductividad eléctrica del tampo6n utilizado, cada 10 6 15 minutos se transferia
tampodn del dnodo al cdtodo y viceversa. Después se comprobd la integridad del ARN

y las cargas de cada muestra mediante la exposicidn a luz ultravioleta.

10.3. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

La electroforesis de proteinas se realiz6 mediante geles de acrilamida tipo
SDS-PAGE. Estos geles estdn compuestos por dos fases: una primera y superior de
empaquetamiento y otra segunda e inferior de separaciéon. El gel de
empaquetamiento fue del 4 % acrilamida. La composiciéon de la solucién de
acrilamida para Sml (2 geles) fue: 0,65 ml 30:0,8 % acrilamida:bisacrilamida, 625 pl
1 M Tris-HCI pH 6,8, 50 pl 10 % SDS, 25 ul 10 % persulfato de amonio, 5 pl
TEMED y 3,72 ml agua destilada. El gel de separacion fue del 12% archilamida. La
composicion de la solucién de arcrilamida para 10 ml (2 geles) fue: 4 ml 30:0,8 %
acrilamida:bisacrilamida, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 100 ul 10% SDS, 50 pl
10% persulfato de amonio, 5 ul TEMED y 3,4 ml agua destilada.

El tampén de carga (4x) estd compuesto por 250 mM Tris-HCI pH 6,8, 50
mM DTT, 8 % SDS, 40 % glicerol y 0,05 % azul de bromofenol. Se mezclaron 15 pg
de extracto de lisis con un volumen cuatro veces menor de tampén de carga y la
mezcla se desnaturalizé hirviéndola durante 5 minutos. Como marcadores se utilizé
BSA (con 66 KDa) o LMW (marcador de bajo peso molecular, Bio-Rad) (con
proteinas de 97,4, 66,2, 45, 31, 21,5 y 14,5 KDa).

La electroforesis se realizdé en cubetas verticales, Mini-PROTEAN 3 (Bio-
Rad). El tampdn de electroforesis estd compuesto por 25mM Tris, 250 mM glicina y

0,1 % SDS. Las muestras se cargaron en el gel y se sepaparon a una intensidad de 30
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mA durante 40 minutos. El gel se desmantelé de la estructura del tanque de
electroforesis y se procedi6 a su revelado.

Para el revelado de los geles se realizaron tinciones de nitrato de plata. El
proceso se inicia con la fijacién del gel sumergiéndolo durante 20 minutos en una
solucién de 10 % 4cido acético, 50 % metanol. A continuacién el gel se lava 3 veces
con agua destilada y se sumerge en 0,1 % nitrato de plata, 0,056 % formaldehido
durante 30 minutos. Se lava otra vez con agua destilada y se revela en 3 % carbonato
sodico, 0,056 % formaldehido, 0,0002 % tiosulfato sédico. La reaccion de revelado
se para con 10 % dacido acético cuando se alcanza el nivel deseado de intensidad de
bandas. Con ayuda de un transiluminador de luz visible y una cdmara fotografica se

guardo registro de los geles obtenidos.

11. RECUPERA CION DE FRAGMENTOS
DE ADN

La muestra con el fragmento a recuperar se carg6 en un gel de agarosa. La
electroforesis se realizé en cada caso en las condiciones que permitian garantizar la
maxima separacion del fragmento a recuperar del resto de fragmentos de la muestra.
Después de la tincién con bromuro de etidio, se registrdé la imagen del gel y se
procedié a cortar la banda del fragmento a recuperar. En el caso de haber varias
muestras para recuperar independientemente en diferentes carreras, éstas se
protegieron de la alteracion por luz ultravioleta por medio de una pelicula de papel
de aluminio.

Posteriormente, para la purificacion del fragmento de ADN del bloque de
agarosa se utilizé el kit comercial GeneClean (Biol01) siguiendo las indicaciones

formuladas por el proveedor.
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12. TRANSFORMACIONES

12.1. TRANSFORMACION DE ESCHERICHIA COLI

El método empleado para la transformacion de E. coli con pldsmidos fue la
transformacion de células competentes mediante choque térmico. En primer lugar se
prepararon células competentes que se almacenaron a -80 °C (Hanahan et al., 1991).
Para ello se incubaron células de E. coli DH5a en 5 ml LB a 200 r.p.m. y 37 °C toda
la noche. Este preindculo se afiadié a 500 ml de medio ¢ cuya composicién para un
litro es 20 g triptona, 5 g extracto de levadura, 0,745 g KCl, 4 g MgSO, y ajustado el
pH a 7,6 con 10 N KOH. El medio se incubé a 37 °C y 200 r.p.m. hasta una OD550
de 0,48 y se centrifugé a 2.500 r.p.m. durante 5 minutos. Las células sedimentadas se
resuspendieron en 150 ml de TFB1 a 4 °C. La composicién de la solucion TFBI1 es
12,1 g/l RbCl,, 6,3 g/l MnCl,, 2,9 g/l acetato potasico, 1,1 g/l CaCl,, 15 % glicerol,
con un pH ajustado a 5,8 con 4cido acético y se esteriliza por filtracion. Las células
en TFB1 se incubaron en hielo durante 5 minutos, se centrifugaron a 2.500 r.p.m. y
4°C durante 5 minutos y se resuspendieron en 20 ml de TBF2 a 4 °C. La composicion
de la solucion TBF2 es 2,1 g/l MOPS, 1,2 g/l RbCl,, 8,3 g/l CaCl,, 15% glicerol, con
un pH ajustado a 7 con NaOH vy se esteriliza por filtracion. Las células competentes
obtenidas se incubaron en hielo 15 minutos y se repartieron en alicuotas para su
conservacion a -80 °C.

Para cada ensayo de transformacién se mezclaron 100 pl de células
competentes con 10 pul de ADN procedente de reacciones de ligacion y la mezcla se
incub6 en hielo durante 20 minutos. Después se sometié a las células a un choque
térmico que consistid en una incubacién de 2 minutos a 37 °C seguido de otra de 2
minutos en hielo. Se afiadieron entonces 500 pl LB a la mezcla de transformacién y
esta se incubd a 37 °C y 200 r.p.m. 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 °C.

Cuando se pretendia multiplicar un pldsmido se recurrié a un procedimiento

de transformacién mas rapido pero menos eficiente. Se mezclaron 10 pl de células
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competentes con 1 pl de plasmido (100 ng/ul), se incubd 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 transformacion 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
soluciéon al 2% X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactésido) en N,N-
dimetilformamida. El gen lacZ codifica el péptido a de la enzima B-galactosidasa
que metaboliza el X-Gal produciendo un compuesto derivado de color azul. Cuando
se produce una insercion dentro del polilinker 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 azul. Asi se seleccionan colonias donde se

ha insertado DNA en el polilinker del plasmido.

12.2. TRANSFORMACION DE BOTRYTIS CINEREA

El procedimiento de transformacién de B. cinerea utilizado se basa en la
utilizacién de protoplastos y PEG (Hamada et al., 1997). Para su obtencién se partié
de esporas de B. cinerea inoculados a una concentracién de 1x10° sp/ml en dos
matraces de fondo estriado de 500 ml que contenian 100 ml de 1 % extracto de
malta. Los matraces fueron incubados durante 16 horas a 22°C y 140 r.p.m. El
cultivo se vertid en 4 tubos de 50 ml, se centrifugé a 2.000 r.p.m durante 5 minutos y
se elimind el sobrenadante. Se afiadié agua mili-Q estéril a los tubos y se transfiri6 el
micelio de un tubo a otro dejando s6lo dos que se llenaron hasta 50 ml con agua mili-
Q estéril. Se centrifugaron los tubos a 2.000 r.p.m durante 5 minutos y se eliminé el
sobrenadante. Se afiadi6 solucién KC (0,6 M KCl, 50 mM CaCl,, estéril) hasta 50 ml
en los dos tubos, se resuspendié el micelio, se centrifugd a 2.000 r.p.m durante 5
minutos y se elimind el sobrenadante. Se afiadieron 50 ml de KC a uno de los tubos,
se transfirié el micelio resuspendido al otro tubo, se resuspendié todo el micelio, se
centrifugé a 2.000 r.p.m durante 5 minutos y se eliminé el sobrenadante. Para la

obtencién de protoplastos el micelio sedimentado se resuspendié en 50 ml de 0,5 %

90



Materiales y Métodos

enzimas de lisis de Trichoderma harzianum (Sigma) disuelto en KC y esterilizado
por filtracion. La suspension de micelio se incub6 a 23°C y 140 r.p.m en un matraz
estéril de 250 ml durante 2 horas, comprobando periédicamente con la ayuda del
microscopio el progreso de la formacién de protoplastos. Los protoplastos se
filtraron a través de una membrana de 25 pm de tamafio de poro. Se afiadié KC a 4
°C hasta obtener un volumen de 50 ml, se centrifugé la suspensién a 1.500 r.p.m.
durante 3 minutos y se elimind el sobrenadante. Se afiadieron 50 ml de KC a 4 °C, se
centrifugé la muestra a 1.500 r.p.m. durante 3 minutos, se eliminé el sobrenadante y
se repiti6 el lavado. Finalmente se resuspendieron los protoplastos en el KC restante
de la eliminacidn del sobrenadante y se mantuvieron en hielo.

Para transformar los protoplastos se incubaron 10-20 pg de ADN de pldsmido
0 2-5 pg de producto de PCR disueltos en 95 pl de KC con 5 pl SmM espermidina en
hielo durante 5 minutos. Se afiadieron 100 pl de la suspensién de protoplastos a la
suspensién de ADN y se incubé en hielo durante 5 minutos. Después se afiadieron y
mezclaron suavemente 100 pl de solucion PEG compuesta por 25 % PEG 3350, 50
mM CaCl,, 10 mM Tris-HCI pH 7,4 y se incub6 la mezcla durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Se afiadieron otros 500 pl de soluciéon PEG, se mezcl6
suavemente y se prolongé la incubacion durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Se afiadieron finalmente 200 pl de soluciéon KC y la suspensién se mezclé por
inversion.

Para sembrar la suspension de transformacion, ésta fue transferida a un
matraz con 100 ml de SH agar liquido a 40 °C compuesto por 0,6 M sucrosa, 5 mM
Tris-HCI pH 6,5, 1 mM NH4H,PO,4 y 0,8 % agar 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 afiadi6 entonces la cobertera de seleccién compuesta
por SH agar liquido a 48 °C con 70 pg/ml higromicina. Después de dos dias de
incubacién a 22 °C empiezan a aparecer los transformantes resistentes al antibidtico
que fueron transferidos individualmente a placas de medio MEA suplementado con

70 pg/ml de higromicina.
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12.3. TRANSFORMACION DE S. CEREVISIAE

Se inocul6 una colonia de S. cerevisiae en 10 ml de medio YPD y se incubd
toda la noche a 30 °C. Se determiné la OD600 del cultivo en un espectrofotémetro.
Se diluyé el cultivo para obtener una OD600 de 0,4 en 50 ml y se cultivé durante
unas 2-4 horas adicionales. Las células se centrifugaron a 2.500 r.p.m por 5 minutos,
elimindndose el sobrenadante, y se resuspendieron en 40 ml de 1XTE (10 mM Tris-
HCI pH 7,5, 1 mM EDTA). Se volvieron a sedimentar las células y se suspendieron
en 2 ml de 1xLiAc/0,5%xTE (100mM acetato de litio pH 7,5, SmM Tris-HCI pH 7,5,
0,5 mM EDTA). Las células se incubaron a temperatura ambiente durante 10
minutos.

Para cada transformacion, se mezclaron 1 pg de DNA de plasmido, 100 pg de
esperma de salmdn desnaturalizado y 100 pl de células. Después se afiadieron 700 pl
de 1xLiAc/40% PEG-3350/1xTE (100mM acetato de litio pH 7,5, 40 % PEG 3350,
10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA) y se mezclaron suavemente. La suspension
se incubd a 30 °C durante 30 minutos después de los cuales se afiadieron 88 pl de
DMSO, se mezcld y se calentd a 42 °C durante 7 minutos. Se centrifugd durante 10
segundos a 5.000 r.p.m. y 20 °C y se eliminé el sobrenadante. Se resuspendié el
sedimento en 1 ml 1XTE y se centrifugé de nuevo para eliminar el sobrenadante. Se
suspendi6 el precipitado en 100 pl IXTE y la suspensién de células se sembrd en

placas selectivas de SC carentes de uracilo.
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13. GENOTECA DE ADN GENOMICO

Una genoteca de ADN gendémico de B. cinerea fue cedida amablemente por
el Dr. Jan van Kan de la Universidad de Wageningen (Holanda). Esta fue construida
mediante el vector bacteri6fago EMBL3 de la casa Promega. En primer lugar se
digirieron parcialmente el ADN con la enzima de restricciéon Sau3A la cual tiene
extremos compatibles con BamHI. Se obtuvieron fragmentos de 15.000 a 23.000
pares de bases que se ligaron con los brazos del bacteri6fago EMBL3 con extremos
BamHI segtin el protocolo de Promega. El ADN fue empaquetado en particulas de
bacteriéfago proporcionado por el extracto Packagene de Promega. Con la solucion
resultante se cultivaron los fagos hasta obtener halos de lisis no confluentes. Los

halos fueron contados y de este modo se calculo la representatividad de la genoteca.
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14. PCR, REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA.

14.1. PCR ESTANDAR

Las amplificaciones de ADN mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) se llevaron a cabo utilizando distintas enzimas polimerasas de
ADN dependiendo del objetivo de la amplificacion. De este modo, para
amplificaciones en las que se precisaba una gran fidelidad se utilizé la enzima
AmpliTag Gold de Applied Biosystems, para comprobaciones rutinarias, por
ejemplo, la comprobacion de la presencia de fragmentos clonados en pldsmidos
recombinantes o para identificar transformaciones “positivas”, se aplicé la enzima
Biotools DNA polimerasa de B&B labs, y para amplificacion de fragmentos de ADN
de gran tamafio se utilizé el TripleMaster PCR System de Eppendorf. Estas ADN
polimerasas son enzimas altamente termoestables producidas por organismos
termofilos 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 unidad de enzima por cada 50
ul de reaccion.

Las reacciones se llevaron a cabo en volimenes de 20 6 50 pl que contenian
0,2 mM dNTPs, 0,2 uM de cada uno de los dos oligonucledtidos cebadores (primers)
y 0,05 unidades de polimerasa por pl de reaccion. La cantidad de MgCl, varid segiin
la enzima utilizada o el fragmento de ADN a amplificar. Normalmente se utilizé una
concentracion de 1,6 mM en el caso de la enzima AmpliTaq Glod, 2 mM en el caso
de la polimerasa de Biotools y 2,5 mM en en el caso de TripleMaster. Cada enzima
tiene su tampon especifico proporcionado a 10 veces la concentracion final de
reaccion.

La cantidad de molde de ADN usado vari6 segtin el tipo de ADN molde y su
pureza. La cantidad de ADN usada en el caso de ADN gendmico fue entre 50 y 100
ng y para ADN de pldsmido o fago fue entre 0.01 y 10 ng. En el caso de que la

muestra de ADN contuviera impurezas que entorpecieran la PCR, el ADN se diluyd
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con agua MiliQ estéril para tener una mejor reaccién. Cuando se quiso comprobar la
clonacion de un fragmento de ADN en un vector de E. coli se afiadié directamente 1
pl de cultivo celular a la mezcla de reaccion.

La enzima AmpliTag Gold se presenta en forma inactiva para prevenir la
actividad de la enzima durante la preparacion de la reaccién, impidiéndose la
actividad inespecifica de la enzima. Para su activacion 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 realiz6 a 94 °C durante 30
segundos, la hibridacién del cebador durante 30 segundos a una temperatura que
oscil6 entre 48°C y 59 °C dependiendo del cebador (tabla 1) y la extension 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 ultima fase de extension de entre 1 y 5 minutos de duracién.

Cuando se quiso superponer fragmentos de PCR se utilizaron como molde
productos de PCR con extremos libres que funcionaban como cebadores para la
unién con otros fragmentos de PCR. En estos casos se utilizaron 50 ng de los
productos de PCR y la hibridacion del cebador se extendié durante 2 minutos.

Los distintos oligonucledtidos utilizados como cebadores en las diferenetes

aplicaciones descritas en este trabajo se presentan en la tabla 1.

14.2. RT-PCR

Para la obtencién de cDNA a partir de ARN total, en primer lugar se
eliminaron los posibles restos de ADN gendémico que pudieran haber sido
copurificados durante la extraccion de ARN total, ya que pueden originar
amplificaciones no deseadas. Este proceso se realizé utilizando el kit comercial
“Turbo DNA-free” de la casa Ambion. Se trataron 5 ug de ARN total en un volumen
de reaccion de 20 pl, con 1 unidad de Turbo DNAse y su correspondiente tampén. La

reaccion se incubd durante 30 minutos y se procedi6 a la inactivacién de la enzima.
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Tabla 1. Cebadores (Primers) utilizados en las reacciones de PCR.

El nimero indicado en la seccién posicion se refiere a la distancia en nucleétidos desde el
comienzo de la transcripcion de cada gen. Los simbolos + y — se refieren a la orientacién del
rimer respecto a la orientacion de la transcripcion del gen.

Nombre | Secuencia de 5’ a3’ mT? (°C) Gen Posicion
FH1A CGTATCAGTGTGAAGCG 52,8 Bcfhgl 648 +
FH1B TCCATAAATCCTCCCGG 52,8 Bcfhgl 1.154 -
FH2A GACCAGAACACTACCCG 55,2 Bcfhgl 274 +
FH2B TCTGGGAGGACACCAGC 57,6 Bcfhgl 689 -
FH3A GCACCACTTAGTAGCTG 52,8 Bcfhgl -141 +
FH3B TCACTTGCCGGCTCTTG 55,2 Bcfhgl 442 -
FHP1 CCGGTACTAACACCACCA 56,0 Bcfhgl -1.555 +
FHP2 GGCGTGCTTCTGACATAT 53,7 Bcfhgl 261 -
FHT1 AAAGTTAAAGACGCTGCG 51,4 Bcfhgl 1.077 +
FHT?2 CAGTCAAACACGCAAAGC 53,7 Bcfhgl 3.334 -
FHP3 TAGTCGACTGTGTTGTTG 51,4 Bcfhgl -18 -
BcthgF GCATGCGTTGCTTTGTTATT 53,2 Bcfhgl -809 +
BcthgR ATACCCCACTTTTCTCAATG 53,2 Bcfhgl 1.686 -
BcNR-F | ATGGCTAGTGCTCAATTCAT 53,2 BcniaD 36 +
BcNR-R | GTTATGGGTACGGTGATTTG 55,3 BcniaD 536 -
BchblF AAGCTTAAGATGGCACTCACACC 60,6 Bcfhgl -8+
BchblR | GCATGCATTACGACGAACACC 59,8 Bcfhgl 1.264 -
AssF TGCACAAATCACAGTCGCCC 59,4 Bcassl 1+
AssR GACGAGCAATGGCGTTGGAT 59,4 Bcassl 475 +
AssTR GTCAAGCGAGTGCAGCATGG 61,4 Bcassl 1.266 +
ShphF TCCGAGGTGCCGTCTATCAT 59,4 hph -791 +
ShphR CTATTCCTTTGCCCTCGGAC 59,4 hph 1.020 -
GTCCGAGGGCAAAGGAATAG-
SBethgF | 1 ACCCCCATGGTATCCAT 750 | Befhgl | 8494
SBcfthgR | TTGGAGTAGAGGTTGGGGAG 59,4 Bcfhgl 1.597 -
EB-AC1 | TGTTGGAGATGAAGCGC 54,0 BcactA 158 +
EB-AC2 | CATAGTGGTTCCACCAG 54,0 BcactA 915 -
HphB GCCTGAAACCGAACTGCCCG 61,0 hph 303 +
HphA CACAGCCATCGGTCCAGACG 61,0 hph 958 -
HphAc CGGGCAGTTCGGTTTCAGGC 61,0 hph 322 -
HphBc CGTCTGGACCGATGGCTGTG 61,0 hph 938 +
Universal | ACATTTTGCTGCCGGT 52,0 plasmid 0+
Reverso | AACAGCTATGACCATG 52,0 plasmid 0-

Posteriormente, para generar fragmentos de ADN copia (cDNA) a partir de la
poblacién de ARN total tratado, se utilizé la enzima SuperScript II Reverse
Transcriptasa de Invitrogen. Esta enzima genera moléculas de cDNA de cadena
sencilla que podrian ser utilizadas en procedimientos tales como la PCR cuantitativa,
0 que servirdn como molde para sintetizar la cadena complementaria dando lugar a

las correspondientes copias de cDNA bicatenario.
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En la reaccion de trascripcion inversa primero se mezclaron 10 pl de ARN
libre de ADN (2,5 pg), 1 ul 100 uM Oligo dTis y 2 pl 2,5 mM de cada dNTP. La
mezcla se incub6 durante 5 minutos a 65 °C y se dejé en hielo. Seguidamente se
afiadieron 4 pl de Sxtampén (Invitrogen) y 2 pl 0,1 M DTT, mezclandose
suavemente e incubdndose 2 minutos a 42 °C. Se afadié 1 pl (200 unidades) de la
enzima SuperScript II RT, se mezclé con un suave pipeteado, se incubd a 42°C
durante 50 minutos y se inactivd la reacciéon a 70 °C durante 15 minutos. Las

muestras se almacenaron a -80 °C para su posterior uso.

14.3. PCR CUANTITATIVA

La PCR cuantitativa se realizé con la ayuda del servicio Assays-by-Design
que ofrece la empresa Applied Biosystems. Este sitema estd basado en la utilizacion
de sondas Tagman MGB (marcadas con FAM) de Applied Biosystems. En primer
lugar se disefiaron los cebadores y la sonda (reporter + quencher) del gen o locus
objetivo, Bcfhgl, y del gen utilizado como control endégeno, el gen BcactA de B.
cinerea. Las sondas estdn marcadas con el fluorocromo FAM vy portan el quencher
NRQ. De este modo para el gen de la flavohemoglobina se fabricaron los siguientes
oligonucleétidos:

Cebador directo: Nombre: FHG-ANYF

Secuencia: CCTCCCAGAAGCCAACACA
Cebador reverso: Nombre: FHG-ANYR

Secuencia: CCTCGTGTTTGGTATCGTGAAGAAT
Sonda FAM: Nombre: FHG-ANYM1

Secuencia: AAGCAGGTGTGATTTC

Como control endégeno se usé el gen de BcactA, fabricdndose los siguientes

oligonucleétidos:
Cebador directo: Nombre: BactA-62F

Secuencia: TTGCACCATCGTCGATGAAG
Cebador reverso: Nombre: BactA-131R

Secuencia: CCACCAATCCAGACGGAGTATT
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Sonda FAM: Nombre: BactA-83T
Secuencia: TCAAGATCATTGCACCACCCGAGAGA

Las reacciones se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos especiales para la
deteccién de fluorescencia en el equipo de PCR cuantitativa. En cada reaccion de
deteccién de Bcfhgl, se afiadieron 10 pl de tamp6n Tagman Universal PCR Master
Mix (No AmpErase UNG 2x), 1 pl 20xassay mix con 5 pM de sonda (FHG-
ANYM1) y 18 uM de cebadores (FHG-ANYF y FHG-ANYR), 1 pl agua 1 % DEPC
y 8 ul de ADN molde. En cada reaccién de deteccion de BcactA, se afiadieron 10 pl
de tampén Tagman Universal PCR Master Mix (No AmpErase UNG 2x), 1 pl
20xassay mix con 5 uM de sonda (BactA-83T), 1 ul 18 uM de cebadores (BactA-
62F y BactA-131R) y 8 pl de ADN molde.

La placa se sell6 y la reaccion se llevo a cabo en un termociclador ABI Prism
7000 de la compafiia Applied Biosystems. Las condiciones de reaccion, registro de
datos y visualizacion se llevaron a cabo con el programa de Applied Biosystems ABI
Prism 7000 SDS. Las condiciones del termociclador fueron 50 °C durante 2 minutos,
95 °C durante 10 minutos y 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durane 1
minuto.

Existen dos métodos para el andlisis cuantitativo de la expresion génica: el
método comparativo de la Cr y el método de la curva estandar. El Cr es el nimero de
ciclos de PCR en el que se supera un umbral determinado de copias de ADN
generadas, medido mediante la fluorescencia emitida durante la reaccion. El umbral
estd localizado en la fase lineal de produccién de fluorescencia. Mediante el Cr
podemos calcular el nimero de copias originales de un determinado fragmento. En
nuestro caso se aplicé el método de la curva estdndar pues el nimero de muestras no
era excesivamente grande y se podia incluir una curva estdndar en cada reaccion.

En una primera serie de exprimentos de PCR cuantitativa se determiné el
rango dindmico de concentraciones de trabajo y la precision y eficiencia de la
reaccion. Se utilizaron una serie de muestras de cDNA de B. cinerea y una serie de
muestras de ADN gendémico de B. cinerea que contenian las siguientes cantidades de
ADN: 100 ng, 10 ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng y 0,001 ng. De cada una de las
condiciones se hicieron 3 réplicas para obtener datos estadisticamente

representativos. Se eligié un rango de concentracion de trabajo que no alcanzara un
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Cr de 3 a 10 por exceso de concentracion de ADN o que no superara un Ct de 35 a
40 por defecto de concentracion. La precision se mide con la representatividad de la
curva estandar (R?) segin los puntos generados. Asi, valores de R* menores de 0,99
indicarian problemas de precision. La eficiencia se mide con la pendiente de la curva
estandar (E). De este modo, una E de -3,32 representa una eficiencia del 100 %.
Después de optimizar el proceso se disefidé otra reacciéon con las muestras
problema repetidas 3 veces. La cuantificacién relativa, concentracién, de las
muestras se realizé comparando el Ct obtenido con la curva estdndar generada en la
reaccion. Se calculé la media y desviacidon estdndar de la concentracién de cada
objetivo y del control endégeno. Después la concentracion del objetivo se normalizd
con la concentracion del control enddgeno. Las medias se normalizaron dividiendo la
media de la concentracién de nuestro objetivo entre la media del control endégeno.
Para el calculo de desviaciéon estdndar normalizada se calculd el coeficiente de
variacidon del objetivo y del control endégeno. El coeficiente de variacion es el
resultado de dividir la desviacion estindar entre la media. Luego se calculd el
coeficiente de variacién del cociente (cv) segun: cv=(cvi*+ev,2)2, Por dltimo la
desviacién estdndar normalizada se obtiene al multiplicar el cv entre la media
normalizada. El resultado obtenido estd expresado en unidades relativas al nimero de

copias del fragmento objetivo presente en cada muestra.
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15. HIBRIDACIONES

15.1. MARCAJE DE SONDAS

Las sondas se marcaron por un método no radioactivo que se basa en la
incorporacién de dUTP unido a la digoxigenina (DIG, Roche) a la secuencia de ADN
objetivo. La digoxigenina es un esteroide encontrado en la naturaleza en las plantas
Digitalis purpurea y Digitalis 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 reaccion de marcaje mediante
PCR para obtener, en cada caso, una unica y clara banda, indicativa de un tnico y
especifico fragmento de ADN, del tamafio esperado. Después se realizé el marcaje
sustituyendo en la reacciéon de PCR los dNTPs por Polymerase Chain Reaction
Digoxigenin Labeling Mix de la casa Roche. En paralelo, se llevd a cabo una
reaccién de PCR con dNTPs normales como control positivo. Se comprob6 en un gel
de agarosa el correcto marcaje de la sonda ya que la banda correspondiente debe
mostrar un tamafio ligeramente superior al del fragmento sin marcar debido al peso

afiadido de la digoxigenina.

15.2. 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 recomendados por Sambrook et al. (Sambrook et
al., 1989).

Las muestras de ADN sin digerir o digeridas con distintas enzimas de
restriccion fueron cargadas en geles de agarosa (0,8 %) y sometidas a electroforesis
para una correcta separacion de los fragmentos digeridos. Los geles se visualizaron
con bromuro de etidio y se marcaron convenientemente para identificarlos y

orientarlos.
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La preparacién para la transferencia del ADN del gel a una membrana de
nylon consta de cuatro fases consecutivas: depurinacién, desnaturalizacion,
neutralizaciéon y equilibrado. La depurinacion se realizd6 para favorecer la
transferencia de los fragmentos de ADN mayores de 10 Kb y consistié en sumergir el
gel en un bafio de 0,2 N HCI durante unos 20 minutos (hasta que el azul de
bromofenol se vuelve amarillo). El gel se sumergié posteriormente durante 15
minutos en la solucién de desnaturalizacidon, que contiene 1,5 M NaCl y 0,5 M
NaOH, repitiéndose de nuevo el bafio durante otros 15 minutos con una solucién de
desnaturalizacién fresca. El gel se lavd con agua destilada y se depositd en la
soluciéon de neutralizacién, que contiene 1,5 M NaCl y 0,5 M Tris-HCI pH 7,5,
durante 15 minutos después de los cuales se incub6 otros 15 minutos con solucién de
neutralizacion fresca. El equilibrado se realizé con 10xSSC (1,5 M NaCl; 0,15 M
citrato sédico pH 7) durante 10 minutos.

La preparacion del blot o conjunto de transferencia se hizo en un tanque que
contenia el tampdn de transferencia (10xSSC) sobre el que disponia una bandeja a
modo de puente donde reposaban tres ldminas superpuestas de papel Whatman 3MM
que se sumergian por sus extremos en el tampon de transferencia. El gel preparado se
colocd en posiciéon invertida sobre las laminas de papel Whatman, se eliminaron
posibles burbujas y sobre él se dispuso una ldmina de nylon Hybond-N de igual
tamafio debidamente marcada. Se dispusieron encima del mismo dos piezas de papel
Whatman 3MM vy se cubrieron con ldminas de papel de plastico las partes no
cubiertas por el gel. Sobre la membrana se colocé papel absorbente (10 cm de
espesor) y sobre el conjunto se dispuso un peso de 0,5 Kg. El gel se dejo transferir
por un minimo de 16 horas después de las cuales se retir6 el filtro que se colocd
sobre papel Whatman humedecido en 2xSSC. El gel se fijo mediante irradiacién con
luz ultravioleta en un Stratalinker. Finalmente se dejé secar a temperatura ambiente y
se almacend entre papel secante a 4 °C hasta su posterior utilizacidn.

En el caso de que fuera necesario trabajar con colonias de bacterias o con
halos de lisis de bacteri6fagos, la transferencia del DNA a la membrana se realiz6
poniendo en contacto directamente la membrana de nylon sobre la placa de medio de
cultivo durante 20 segundos. Las membranas se transfirieron después a laminas de

papel Whatman 3MM humedecido primero en solucién de desnaturalizacién durante
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5 minutos, después en solucién de neutralizacién y por ultimo en 2xSSC. Se lavaron
finamente con 2xSSC, se colocaron sobre un papel secante y se fijo el DNA con el
Stratalinker.

La hibridacién de la membrana de nylon con la sonda se realizé en bolsas
selladas de plastico. En un primer lugar se realizé la prehibridacién que consiste en
incubar la membrana con el tamp6n de hibridacién (5xSSC, 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 afiadié a la bolsa de prehibridacion. El
conjunto se hibrid6 durante 16 horas a 65 °C para hibridaciones con sondas
absolutamente homdlogas. Después se desmantel el conjunto para proceder a la
deteccién de la sonda, guarddndose el tampdn de hibridacién que contiene la sonda
para futuros usos.

La membrana se lavé dos veces en 2xSSC/0,1% SDS durante 5 minutos por
cada lavado y a temperatura ambiente. Después se lavd otras dos veces en
0,5xSSC/0,1% SDS durante 15 minutos a 65 °C si se habia realizado una hibridacion
con sonda homoéloga. Se incub6 2 minutos a temperatura ambiente con tampén de
lavado consistente en 100 mM dacido maléico, 150 mM NaCl, 0,3 % tween 20, pH
7,5. La membrana se transfirié a una solucién de “1xBlocking solution” disuelto en
100 mM 4cido maléico, 150 mM NaCl, pH 7,5, durante al menos 30 minutos.
Posteriormente la membrana se incubd en “1xBlocking solution” con 0,75 U/ul de
antidigoxigenina (Roche) durante media hora a temperatura ambiente. Luego se lavé
dos veces durante 15 minutos a temperatura ambiente en tampon de lavado y se
incubd durante 3 minutos en tampén de deteccion (10 mM Tris, 10 mM NaCl pH
9,5). La membrana se colocé sobre una ldmina de papel de pléstico y sobre ella se
extendié 1 ml del sustrato quimioluminiscente CDP-Star (Roche) diluido 1:100 en
tampon de detecciéon 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 plastico y se procedié a detectar la quimioluminiscencia. Para
ello se utilizaron peliculas autorradiogificas Kodak X-OMATAR o se utiliz6 el
equipo de deteccion de quimioluminiscencia Intelligent Dark Box II de Fujifilm.

Para la eliminacién de la sonda de la membrana, ésta fue lavada con agua y

posteriormente se realizaron dos lavados con 0,1xSSC/0,1% SDS hirviendo. Para la
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posterior conservacion de la membrana, ésta se lavé con 2xSSC y se dejé secar a

temperatura ambiente sobre una pieza de papel Whatman 3MM.

15.3. NORTHERN

Las muestras de ARN separadas mediante electroforesis en geles de agarosa
en condiciones desnaturalizantes fueron transferidas a una membrana de nylon de
forma similar a como fueron transferidas las muestras de ADN. En este caso, todas
las soluciones utilizadas fueron tratadas con 1 % DEPC. Para una correcta
eliminacidon de RNAsa y la desactivacion del DEPC fue necesario incubar la solucién
con 1% DEPC durante una hora a 37 °C o toda la noche a temperatura ambiente y
después las soluciones fueron esterilizadas en el autoclave.

Después de acabar la electroforesis del ARN el gel se incub6 dos veces en
20xSSC durante 15 minutos. La metodologia para la transferencia fue esencialmente
la misma que la descrita en el caso de los southerns, incluyéndo unicamente 2
lavados adicionales del gel, una vez concluida la electroforesis, en 20xSSC durante
15 minutos y utilizando 20xSSC como tamp6n de transferencia.

La prehibridacién y la hibridacién se realizaron con el tampoén de hibridacion
de alta concentracién de SDS (high SDS buffer) que se compone de 7 % SDS, 50 %
formamida desionizada, 5xSSC, 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 afiadié a la membrana prehibridada
con el tampdén de hibridacién de alto SDS. La hibridacién se llevo a cabo durante
mds de 16 horas y una vez finalizada se conservé el tampoén con la sonda a -20 °C
para futuros usos.

Los lavados de la membrana y los procedimientos de deteccién de la sonda
fueron semejantes a los descritos en el caso de las hibridaciones con filtros de ADN,
asi como los procedimientos para la eliminacién de la sonda y de reutilizacion de los

filtros.
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16. SECUENCIACION

El servicio de secuenciacion automdtica de la Universidad de Salamanca fue
el responsable de la secuenciaciéon de ADN. El servicio consta de un secuenciador
ABI PRISM 377 de la casa Applied Biosystems. Para la obtencién de la secuencia se
proporcionaron 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 cromatograma que

fueron visualizados y editados con el programa informatico Chromas.
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17. EXPRESION DE PROTEINAS
RECOMBINANTES.

Para optimizar la expresion de proteinas recombinantes introducidas en S.
cerevisiae se realizé un andlisis temporal desde la induccién por galactosa.

S. cerevisiae fue transformada con el pldsmido pYES que contenia una copia
del gen Bcfhgl bajo el control de un promotor inducido por galactosa. Una colonia
aislada de S. cerevisiae fue inoculada en 15 ml de medio SC-U con 2 % glucosa, a
30°C toda la noche. La OD600 del cultivo resultante fue determinada para preparar
50 ml de medio de induccién con una OD600 de 0,4. La cantidad de cultivo
calculada se centrifugé a 2.000 r.p.m durante 5 minutos a 4 °C y se eliminé el
sobrenadante. Posteriormente, las células se resuspendieron en 2 ml de medio de
induccién que se afiadieron al resto de los 50 ml de medio de induccién. Después, las
células inducidas fueron incubadas a 30 °C con agitacion.

Se extrajeron alicuotas de 5 ml a las 0, 1,5, 3, 6 y 9 horas desde el inicio de la
induccién. Para cada alicuota se calculd la OD600 para la posterior extraccion de
lisados. Los cultivos se centrifugaron a 2.000 r.p.m. durante 5 minutos a 4 °C, se
eliminé el sobrenadante y las células se resuspendieron en 0,5 ml de agua estéril. Se
transfirieron las células a un tubo de microcentrifugacion y se centrifugaron a 13.000

r.p.m. durante 30 segundos. Se eliminé el sobrenadante y se almacenaron a -80 °C.
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18.’MEDICI§')N Y DETECCION DE
OXIDO NITRICO

18.1. ELECTRODO DE OXIDO NITRICO

Para la medicién de la concentracion de 6xido nitrico (NO) en medio liquido
se utilizd el electrodo ISO-NOP de la compaiiia Word Precision Instruments (WPI)
conectado a un sistema temporal de registro (Fig. 18). El electrodo dispone de una
membrana selectiva de NO dispuesta en un sensor de 2 mm de didmetro. El
instrumento tiene un tiempo de respuesta menor de 5 segundos, un limite de
deteccién minimo de 1 nM de NO y una sensibilidad de 2 pA/nM. Asimismo, el
electrodo es sensible a temperatura, no tiene deriva y carece de interferencias
fisiologicas.

Las mediciones se realizaron en un volumen de 2 ml de agua destilada, de
medio de cultivo BS, de medio de induccién de levadura o de tampén salino de
fosfato (PBS, Sigma). En los experimentos realizados con lisados celulares se
afiadieron al PBS 250 uM de NADH (Sigma), cofactor necesario para la correcta
actividad enzimadtica de la proteina flavohemoglobina. El experimento se realiz6 en
constante agitacion y todo el sistema se encontraba en una habitacién a 22 °C.

El electrodo se calibré con 2 uM de NO que se obtuvo al afiadir 2ul de agua
destilada saturada de NO. El agua saturada de NO se preparo a partir de 3 ml de agua
destilada donde primero se burbujeaba N, gas durante 10 minutos a temperatura
ambiente para eliminar el O, y seguidamente se burbujeaba NO gas durante 15

minutos también a temperatura ambiente.
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Figura 18. Electrodo de NO.

A- Sistema de deteccidn de 6xido nitrico. Los nimeros corresponden a las siguientes partes
del sistema de deteccién: 1- Membrana permeable a NO; 2- Sensor, 3- Imén agitador, 4-
Muestra liquida, 5- Electrodo, 6- Pantalla digital, 7- Ajuste, 8- Sistema de registro, 9- Papel
calibrado. B- Imagen del sensor de NO. C- Imagen del sistema de registro.

Antes de realizar cada medicidn, el electrodo se dejé equilibrar durante al
menos 20 minutos en agua y 10 minutos en el medio en el que se iba a efectuar la
mediciéon. Una vez que el electrodo estaba estabilizado, se conectd el registro de
concentracion, se afiadieron 2 uM de NO y se observé la cinética de degradacién de
oxido nitrico durante 5 6 10 minutos. Después de cada medicién se limpid la
membrana aplicando un suave chorro de agua destilada y el recipiente de medicién
se lavé varias veces con agua destilada.

La cantidad de NO liberada por el donador de 6xido nitrico DETA/NO

(diethylenetriamine) fue medida con el electrodo de 6xido nitrico. Se usaron los
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donadores DETA/NO proporcionados por dos casas comerciales diferentes que
garantizan purezas superiores o iguales al 97 %: Alexis (Switzerland) y Sigma
(EE.UU). En cada caso se usaron las siguientes concentraciones de trabajo: 0.125,
0.25y 0.5 mM.

Para comprobar la especificidad de la deteccion y de la medicién de NO se
afiadieron a los 2 ml de medio con NO, 10 pl de una solucién 50 mM c-PTIO (2-(4-
carboxifenilo)-4,4,5,5-tetrametilimidazolina-1-oxil-3-6xido sal de potasio, Sigma).
El c-PTIO es un eficiente secuestrador de NO. También se utilizé el inhibidor de la
NOS (nitric oxide synthase) L-NAME (Ng-nitro-L-arginina metil ester hidroclorida,

Sigma) a una concentracion de trabajo de 5 mM y a partir de un stock de 50 mM.

18.2. MICROSCOPIA

El fluorocromo diaminofluoresceina en su forma permeable (DAF-2DA; 4,5-
diaminofluoresceina-2-diacetato; Sigma) es capaz de reaccionar selectivamente con
el NO y formar el compuesto fluorescente DAF-2T (diaminotriazolfluoresceina).
Estéd reaccion indica la presencia de NO y su localizacién. Como control en estos
experimentos de deteccion de NO se utilizé c-PTIO, un potente secuestrador de NO
que previene la formacion de fluorescencia. Es un método que nos permite la
visualizacién in vivo y la localizacidon de la produccién de 6xido nitrico con altos
niveles de confianza y precision (Foissner et al., 2000).

El andlisis in vitro de la produccién de NO se realiz6 sobre micelio de B.
cinerea cultivado en 100 ml de medio B5 a 22 °C y diversos tiempos de incubacidn.
Se recogié 1 ml del cultivo en un tubo de microcentrifuga y se centrifugé a 10.000
r.p.m. durante 2 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se afiadieron 0,5 ml de 10
mM Tris-HCI pH 7,5. Se afiadié 1 ul 5 mM DAF-2DA y se incub6 10 minutos a
temperatura ambiente. En el caso del control, se afiadi6 1 ul 50 mM c-PTIO 2
minutos antes de afiadir el DAF-2DA.

El andlisis in planta de la produccién de NO se realizé sobre hojas infectadas
de B. cinerea. Se recortd la zona de la hoja donde se habia inoculado el hongo y se

coloco aquella sobre un portaobjetos. Encima de la lesién se deposité una gota de 0,1
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ml de 10 uM DAF-2DA en 10 mM Tris-HCl pH 7,5 que se dej6 incubar a
temperatura ambiente durante 10 minutos. En el caso de los controles con c-PTIO
sobre la lesion se deposité una gota de 0,1 ml de 0,25 mM c-PTIO que se incubd
durante 15 minutos. Después se siguié el mismo tratamiento de las muestras con
DAF-2DA.

La visualizacién del compuesto fluorescente se realizé mediante microscopia
de fluorescencia y mediante microscopia de ldser confocal (LEICA). En el primer
caso la excitacion y deteccion se llevé a cabo mediante un filtro para la GFP. En el
segundo caso se utilizé un ldser de argén de 488 nm de excitacién y un filtro de paso
de bandas de 515-530 nm. A su vez la autofluorescencia de sustancias moleculares
en longitudes de onda mayores a 600 nm se registré para su uso como control y

eliminacién de fondo en el segundo caso.
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19. ANALISIS DE DATOS

El procesamiento de secuencias, alineamiento, edicién de plasmidos y disefio
de cebadores se realizd gracias al programa Vector NTI suite 5.5. El programa
Chromas se utiliz6 para la visualizacién y edicion de cromatogramas de
secuenciacion. Los andlisis filogenéticos se llevaron a cabo por medio de MEGA
version 3.1 (Kumar et al., 2004).

Las bases de datos de nucleétidos, proteinas y genomas se utilizaron a través
de pédginas Web. El servidor Expasy (http://www.expasy.ch/) proporciond los
programas y accesos a paginas web para la determinacion de dominios, localizacién
subcelular, alineamiento y estructura de proteinas. La base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) se utilizé para consulta de secuencias de nucleétidos
y aminodcidos, asi como la prediccion de estructuras 3D de proteinas. El andlisis de
los dominios conservados de proteinas se realiz6 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/organisme_LN.html). La
consulta de la base de datos de mutantes de S. cerevisiae se realizé a través de las
Webs  http://www-deletion.stanford.edu/YDPM/YDPM_index.html y  http://
db.yeastgenome.org/. Para el andlisis de la secuencia promotora se utilizé el
programa MatInspector (Cartharius et al., 2005).

El andlisis estadistico de datos se realizé gracias al programa statistiXL y
SPSS. A su vez se usaron los programas del entorno Office de Windows. El manejo
de bibliografia se agiliz6 con EndNote 7. El disefio gréfico y la edicién de imadgenes
se realizé con los programas Adobe Photoshop 7.0 y AutoCAD2007.

La visualizacion de iméigenes de membranas marcadas con
quimioluminiscencia se realizé6 con LAS-1000 Plus (Fujifilm). En el caso de geles
teflidos con bromuro de etidio se utiliz6 el programa Gel Logia 100 Imaging System
(Kodak); este programa también se utilizd para la cuantificacién de la sefial de

hibridaciones tipo Northern.
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Resultados

1. EL GEN CODIFICADOR DE LA
ENZIMA FLAVOHEMOGLOBINA DE
BOTRYTIS CINEREA (BCFHG1)

1.1. APROXIMACION EXPERIMENTAL: BUSQUEDA DE
SECUENCIAS HOMOLOGAS

Una revision de la literatura cientifica en relaciéon con el tema de
detoxificacion de 6xido nitrico por enzimas de tipo flavohemoglobina en bacterias y
hongos nos indicé que el gen codificador de esta enzima habfia sido caracterizado con
anterioridad en diversas especies pertenecientes a estos grupos de organismos
(Salmonella tiphymurium, E. chrysantemi, S. cerevisiae, F. oxysporum, C.
neoformans...) aprecidndose un elevado nivel de conservacién de la secuencia de
aminodacidos de las proteinas codificadas y de la estructura de las mismas. Teniendo
en cuenta estas observaciones decidimos abordar el aislamiento del gen o genes
codificador/es de enzimas de tipo flavohemoglobina de B. cinerea haciendo uso de
una estrategia basada en la identificacién de secuencias homoélogas a las de genes
codificadores de flavohemoglobinas de bacterias y hongos en el genoma de este
organismo. Cuando se inicié este trabajo se disponia de una base de datos de
secuencias de fragmentos de cDNA de la cepa T4 de B. cinerea generada a partir de
una poblacion de mRNA derivada de micelio del hongo cultivado en medios
sintéticos artificiales en condiciones de limitacion de fuente de nitrégeno. Esta
genoteca de cDNA y el proyecto de secuenciacidon correspondiente habian sido
llevados a cabo por el instituto GENESCOPE (Francia). La base de datos derivada
fue puesta a disposicién del publico en general desde un principio a través de la
pagina web del Instituto (http://www.genoscope.cns.fr/spip/Botrytis-cinerea-cDNA-
library.html).

En una primera aproximacién, para obtener indicaciones sobre la posible
presencia de secuencias relacionadas con las secuencias codificadoras de enzimas
flavohemoglobinas de bacterias y hongos en el genoma de B. cinerea se llevé a cabo
un andlisis “tblastn” con la base de datos de la genoteca de cDNA de B. cinerea

generada por GENESCPOE. Como secuencia de referencia se utiliz6 la secuencia de
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aminoacidos de la proteina codificada por el gen yhbl de S. cerevisiae (Liu et al.,
2000) (Genbank ntimero de acceso Z73019). Esta comparaciéon permitié detectar
nueve clones de cDNA cuya traduccién mostraban una homologia significativa con
regiones concretas de la secuencia de aminodcidos de la proteina YHB 1. Estos clones
fueron los siguientes: AL111967, AL115808, AL116673, AL112789, AL112791,
AL115953, AL113298, AL116765 y AL116429. Los tres primeros derivaban de un
mismo mRNA (o fragmento de mRNA) y como clon representativo se seleccioné el
cléon AL111967. Los cinco clones siguientes correspondian a un tnico tipo de mRNA
(o de fragmento de mRNA,) siendo seleccionado como representativo el clon
AL113298. Finalmente, el clon AL116429 derivaba de un tercer tipo de mRNA (o de
fragmento de mRNA). Desde este momento se trabajé tnicamente con estos tres
clones. Un primer alineamiento de las tres secuencias elegidas no permitié detectar
con claridad secuencias compartidas o solapantes, si bien los clones AL111967 y
AL116429 si presentaban una similitud importante en uno de sus extremos. Estas
observaciones nos hicieron proponer inicialmente que existian al menos dos (quizés
tres) genes codificadores de enzimas de tipo flavohemoglobina en el genoma de B.
cinerea. La Figura 19 muestra la secuencia de nucleétidos de cada uno de los tres
clones.

Con cada clon seleccionado se llevé a cabo un analisis “blastx”. La Figura
20 muestra el primer registro identificado con cada uno de los tres clones. En los tres
casos los primeros registros corresponden a proteinas de tipo flavohemoglobina. El
primer registro en cada caso es una flavohemoglobina diferente y es interesante
destacar que las regiones identificadas con cada clon de cDNA en la correspondiente
proteina representan regiones diferentes de una supuesta “proteina tipo”. Asi, con el
clon AL111967 el alineamiento presentado corresponde a una zona central de la
proteina (aminodcidos 69 a 230 de un total de 415). Por su parte, con el clon
AL113298 el mejor alineamiento se produce en la regién correspondiente a los
aminoacidos 295 a 475 de 504. Finalmente, con el clon AL116429 el alineamiento
que se presenta corresponde a la region formada por los aminodcidos 1 a 72 de 397.
Estas observaciones permiten considerar una situacién alternativa a la planteada
inicialmente: quizds no existan dos o tres genes codificadores de enzimas

flavohemoglobinas en B. cinerea, como hemos pensado anteriormente, y los clones

114



Resultados

que estdn siendo analizados representen regiones diferentes de un unico tipo de

mRNA transcrito a partir de un tnico gen.

>AL111967
GATCAACCACGTGCTCTGTCAGGTGCTCTCGCTGCTTATGCGGCCAATATCGATAACCTT
GCTGTACTCTCGGATGCCGTGGAAAGAATATGTCAGAAGCACGCCTCATTATTCATCCGA FH2A
CCAGAACACTACCCGATCGTTGGAAAATACCTGCTGGAGGCCATGGGCCAGGTACTCGGT
GCGGCATTGACGCCAGAAATCCTAGACGCGTGGACGGCTGCCTACAACCAACTGGCTCAG
ATTATGATTGATAGAGAAATGCAATTATATCAAGAAGCCGGCGAGTGGAAAGAATGGAGG
GACTTCAAGATCGCCAAGAAAGTCAAAGAATCCAGTATCATCACCTCTTTICTACCTAGAG
CCCGTGGACGGAAAACCCCTCCCCCCTTTCAAGCCGGGCCAGTATATCTCAGTCCAAGTC
CATGTACCAGACTTTGGATATTTGCAATCTAGACAATACTCATTGAGTGATCGTCCAAAT
GAGAAATACTACCGTATCAATGTGAAACGAGAAGAT%CTGGTGTCCTCCCAGAGCCAAAC FH2B
ACACCAGTCCGAAGCAGTIGTGATTTCAAATATTCTTCACGATACCAACACCAGGGCGATG
TAATCCCAGTATCTCCACCTCAGGCGAAATTTTCCTGATCTGGAAAGATTACCGATTCTT
CGGGATTTTGATTTCCGCCGGATTGGCCTTACCCCCTGGG ATTCATACTCAATACCTTG

G

>AL113298
AAATGAGAAATACTACCGTATCAGTGTGAAGCG@GAGGATGCTGTTGTCCTCCCAGAAGC FHI1A
CAACACACCAGTCGAAGCAGGTGTGATTTCAAATATTCTTCACGATACCAAACACGAGGG
CGATGTAGTCCAGGTATCTCCACCTCAAGGCGAATTCTTCCTCGATCTGCAAAAGAATAC
CGATTCTCCCGTAGTTITTGATTTCCGCCGGAGTTGGCCTCACCCCCATGGTATCCATACT
CAATACCTTGGTAGAAAGAGGAAGCGCGCGACCAATATCATATATCCACGCAGCACGCAG
CAAAGAAGTAGATGCATTCCATGACCATGTCCAAGAAATCGCCACATCGAATTCAAATGT
CCGTTCCTGGGTTTTCGTCAAGAATCTACCCGCCGACAATTATGGACATCCGGTCAAGGA
TCTAGCGGGACGAATGGACTTATCGAAAGTTAAAGACGCTGCGTTGCATTTGGATGATTC
TACTACCGTGTATTTTATCTGTGGCCLCGGGAGGATTTATGGATGATATGAGTAAAGGTTT FHI1B
TGCAAACCTTTGGAGTAAGCGAAGATAGGATTAACCTGGAGGTTTTCGGCACCGGAGAAG
CGCAGTGATAGGTGTTCGTCGTAATGCATGATGCATGAGAGATGGGAAGGTACATAGAGA

>AL116429
CTCCCACAAACATGACACTGTTTGTCGTGATGGACCAATTGCAATTGAGGTATATGTATG
ATTAGAGTGCAATACGATGAAATCAGGTCATAAAATTTTCGTGCTCACGACGGGGGGGCG
ATTCTATAAGCACCACTTAGTAGCTGTGATGCTCGAGGTGGAATTCATACATAAGGATGC FH3A
TGGAGCCAGTGTGTCCAGAATGTTTATATGTCCAGAATCACCAGAGCCGGAAAACAACAA
CACAGTCTACTAGACAATTCAGATCTTAAGATGGCACTCACACCTCAACAAATCGACATC
ATCAAGGCTACAGTGCCIGTGGTCCAAGAGTATGGAACCGCCATTACTACCACCTTTTAC
AAAAACGTTCTCGCCGCAAACCCAGCACTAAATAACATCTTCAACCAAACCAACCAAAAG
AATGGAGATCAACCACGTIGCTCTGTCAAGTGCTCTCGCTGCTTATGCGGCCAATATCGAT
AACCTTGCTGTAACTCTCGGATGCCGTGGAAAGGATATGTCAGAAGCACGCCTCATATTC
ATNCGACCAGACACTACCCGATCGTTGGAAAATACCTGCTGGAGGCCATGGCCCAGGTAC
TCGGTGCGGGATTGACGCCCGAAATCTAGACGCGTGGACGGCTGCCTACACCCACTGGCT
AAGATTATGATTGATAGAGAAATGCAATATTTCAAGAGCCGGCAAGTGAAAAGAATGAAG FH3B
GGACTTCAAGATCGCCAAGAAGTCAAAGAATCCGGATTATAACCTTTTCTACCTAAAGCC
CGGGACGGAAAACCTTCCCCTITTTAAGGCGGCCAGTTTITTTAATCCAAGCCATGTCCCAA

Figura 19. Secuencia de nucledtidos de los tres clones de cDNA seleccionados en la
genoteca de cDNA de B. cinerea que presentan homologia con secuencias codificadoras de
enzimas de tipo flavohemoglobina.

En rojo se indican en cada clon las regiones cuyas secuencias fueron utilizadas para disefiar
los dos oligonucleétidos que permiten amplificar mediante PCR el fragmento de ADN
correspondiente comprendido entre ambos para su posterior utilizaciéon como sonda en
experimentos de hibridacién. Los oligonucleétidos FH1A, FH2A y FH3A tienen la secuencia
en direccién 5’—3’ que se presenta en la figura. Los oligonucledtidos FH1B, FH2B y FH3B
tienen la secuencia complementaria a la secuencia marcada en la figura en cada caso.
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COMPARACION AL111967

>trlAB0168071074183I8D2F5F69E0D4C929 Flavohemoglobin Fusarium oxysporum, Length=415,
Score=205 bits (521), Expect=6e-52, Identities=102/164 (62%), Positives=122/164 (74%), Gaps=1/164 (0%), Frame=+1

Query: 49 IDNLAVLSDAVERICQKHASLFIRPEHYPIVGKYLLEAMGQVLGAALTPEILDAWTAAYN 228
ID+L LS AVERI KH SLFI+PEHYPIVG +L+ A+G+VLG+ALT EI DAW AAY
Sbjct: 69 IDDLGKLSHAVERIAHKHVSLFIKPEHYPIVGTHLIGAIGEVLGSALTTEIKDAWVAAYG 128
Query: 229 QLAQIMIDREMQLYQEAGEWKEWRDFKIAKKVKESSIITSFYLEPVDGKPLPPFKPGQYI 408
QLA I I RE Q+Y+ AGEW WR FKI KK E+ +TSEFYLEP DGKPLP F PGQY+
Sbjct: 129 QLADIFIQREGOMYEAAGEWNSWRKFKIVKKEAENDSVTSEFYLEPTDGKPLPKFLPGQYV 188
Query: 409 SVQVHVPDF-GYLQSRQYSLSDRPNEKYYRINVKREDAGVLPEP 537
SVQ+ +P+ G LQSRQ+SLS+ P +YRI+VK + G EP
Sbjct: 189 SVQIPIPELDGLLQSRQFSLSEAPGTNHYRISVKLQ--GPTEEP 230

COMPARACION AL113298

>trlAY205596|AAP41066IC79F4882208 A1802 Flavohemoglobin Cryptococcus neoformans var. grubii, Length=504,
Score=129 bits (324), Expect=4e-29, Identities=73/182 (40%), Positives=109/182 (59%), Gaps=9/182 (4%), Frame=+2

Query: 2 NEKYYRISVKREDAVVLPEANTP---VEAGVISNILHDTKHEGDVVQVSPPQGEFFL-DL 169

N +Y+RISVKRED V +P + P G +SN+LH EG +V V+ P G+F+
Sbjct: 295 NGEYFRISVKREDGVPVPTLSNPEVPFHPGWMSNVLHKDYQEGSIVNVASPFGDFYYAPS 354
Query: 170 QKNTDSPVVLISAGVGLTPMVSILNTLVERGSA-———— RPISYIHAARSKEVDAFHDHVQ 334
+ +P+VL+SAGVG TP++++LN + + + +PI+Y+ ARS +V AF DHV+

Sbjct: 355 DSSPTAPLVLLSAGVGQTPVMAMLNAQLAKNNEPNSPIKPITYVTVARSPKVRAFKDHVK 414
Query: 335 EIATSNSNVRSWVEVKNLPADNYGHPVKDLAGRMDLSKVKDAALHLDDSTTVYFICGPGG 514
+++ 4+ NV+S +F D D GRMDL K+K+ L+L D T Y+ICGP
Sbjct: 415 KLSDVHENVKSRIFYSRPTDDVVEGQDYDFKGRMDLEKIKE-DLYLGDKTAEYYICGPSK 473
Query: 515 FM 520
FM
Sbjct: 474 FM 475

COMPARACION AL116429

>trlAB0255831Q9UAG719641037821908183 Flavohemoglobin Dictyostelium discoideum, Length=397,
Score=72.8 bits (177), Expect(2)=3e-14, Identities=36/72 (50%), Positives=45/72 (62%), Frame=+1

Query: 271 MALTPQQIDIIKATVPVVQEYGTAITTTFYKNVLAANPALNNIFNQTNQKNGDQPRXXXX 450
M+L+ Q I IIKATVPV+Q +G ITTTEY+N+ ANP L NIFN +NQ+ G Q
Sbjct: 1 MSLSQQSISIIKATVPVLQVHGVNITTTFYRNMFKANPQLLNIFNHSNQREGKQONALAN 60
Query: 451 XXXXXXXNIDNL 486
+ID L
Sbjct: 61 TVLQAAIHIDKL 72

Figura 20. Primer registro identificado mediante andlisis “blastx” con cada uno de los tres
clones seleccionados y alineamiento parcial con la secuencia de aminodcidos de las regiones
de mayor homologia.
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1.2. AISLAMIENTO DEL GEN BCFHG1

Para determinar cudl es la situacién cierta decidimos generar sondas
especificas de cada uno de los tres clones mediante PCR utilizando parejas de
oligonucleétidos especificos de regiones concretas de cada clon, sondas que serian
utilizadas en experimentos de hibridaciéon. La Figura 19 muestra la posicion,
secuencia y orientaciéon de cada uno de los oligonucledtidos utilizados. Con cada
pareja de oligonucleétidos se amplific6 mediante PCR el fragmento de ADN
correspondiente: el fragmento FH1 del clon AL113298 (de 506 pares de nucledtidos
de longitud), el fragmento FH2 del clon AL111967 (de 415 pares de nucleédtidos) y el
fragmento FH3 del clon AL116429 (de 583 pares de nucledtidos). Los tres
fragmentos fueron clonados y secuenciados, confirmado su identidad. Puesto que el
clon mas ampliamente representado en el conjunto de clones de cDNA identificados
era el clon AL113298 decidimos llevar a cabo la primera hibridacién con la sonda
FHI.

En primer lugar se realiz6 una hibridacién Southern con un filtro ADN
genomico de B. cinerea utilizando como sonda FH1. En este experimento se observé
una sola banda indicativo de que posiblemente s6lo exista una copia del gen de la
flavohemoglobina de B. cinerea.

Para clonar el gen a partir del cual se ha derivado el fragmento de cDNA
FH1 utilizado como sonda se llevé a cabo una hibridacién tipo Southern sobre filtros
a los que se habian transferido los halos de lisis de una genoteca de ADN genémico
de B. cinerea cepa B05.10. La figura 21 muestra los resultados obtenidos con uno de
estos filtros sometidos a una hibridacién en condiciones altamente restrictivas (para
detectar secuencias estrictamente homologas). Este andlisis permitié detectar siete
halos de lisis positivos que se purificaron en tres escrutinios sucesivos y de los que

finalmente se extrajo ADN.
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Figura 21. Hibridacién de una genoteca de ADN gendmico de B. cinerea con la sonda FH1.

Los nimeros indican los fagos calificadas como positivos.

El ADN de los siete fagos detectados fue digerido con las enzimas de
restriccion Sall y EcoRI simultineamente y las muestras de ADN resultantes fueron
separadas mediante electroforesis en gel de agarosa y transferidas a una membrana
de nylon. Con esta membrana se llevd a cabo una hibridacién tipo Southern con la
sonda FH1 en las mismas condiciones de hibridacion utilizadas anteriormente. La
figura 22 muestra tanto los patrones de bandas resultantes de la digestion del ADN
de los fagos (Panel A) como los patrones de hibridacién obtenidos (Panel B). Al
analizar los patrones de restriccién se comprueba que casi todos los fagos tienen un
patrén de restriccion similar (particularmente evidente en los fagos 1, 2, 3 y 4) y que
comparten algunos fragmentos restriccién concretos. El fago 6 es el que presenta un
patrén mads diferente, si bien es cierto que en este caso la digestiéon no parece haber
sido completa y algunas de las bandas generadas se derivan de digestiones parciales.
Cuando se analizan los patrones de hibridacién es interesante destacar que en todos
los casos se detecta hibridacion, y se detecta hibridacién en varias bandas, lo que
sugiere que la secuencia detectada en el genoma de B. cinerea incluye varios sitios
de restriccién para las enzimas utilizadas. El fragmento FH1 utilizado como sonda
incluye, efectivamente, dos sitios de restriccion para la enzima EcoRI separados por

197 nucledtidos y ninguno para la enzima Sall. Este fragmento debe ser detectado en
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todos los fagos si éstos incluyen distintos fragmentos solapantes del genoma de B.
cinerea. Efectivamente, en todos los fagos se detecta una banda de hibridacién de
aproximadamente este tamafio. Los demds fragmentos que hibridan en los distintos
fagos representaran los fragmentos flanqueantes a este fragmento EcoRI-EcoRI1 de
197 pares de nucleétidos que podran tener un tamafio diferente en funcién de la
region concreta del genoma de B. cinerea que cada fago en particular incluya.
Tomadas en conjunto, estas observaciones indican que con la sonda FH1 estamos
detectando un unico gen de B. cinerea con homologia con genes codificadores de

enzimas de tipo flavohemoglobina.

Psthk 1 2 3 4 5 6 7 Psih 1 2 3 4 5 6 7

Figura 22. Southern de la digestion Sall-EcoRI de los fagos 1, 2,3,4,5,6y 7.

La imagen de la izquierda (Panel A) corresponde al gel de agarosa con su marcador Pstl A,
mientras que la imagen de la derecha (Panel B) corresponde a su hibridacién con FHI.

Para facilitar la clonacién y subclonaciéon de los fragmentos de ADN
correspondientes a partir de estos fagos y proceder a su secuenciacién decidimos
trabajar con un unico fago (se selecciond el fago 2) y realizar un andlisis de
restriccion y de hibridacién mas completo. Con este objeto se digirié el ADN del
fago 2 con las enzimas de restriccion indicadas en la Figura 23 y se llevo a cabo una
hibridacién tipo Southern con la sonda FH1 (Fig. 23). Los resultados obtenidos
fueron analizados tratando de identificar una digestiéon que generara una tnica banda

de hibridacién y con un tamafio elevado para tener ciertas garantias de que el
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fragmento correspondiente incluyera el gen buscado completo. En la digestién Sall-
Xbal se detectd una unica banda de hibridacién con un tamafio aproximado de 2.9 kb
que respondia a estas caracteristicas. Por esta razén decidimos clonar el fragmento de
ADN correspondiente. El fragmento fue clonado en pBluescript digerido con Sall y
Xbal y secuenciado con los cebadores Universal y Reverso. Los resultados obtenidos
demostraron que la secuencia correspondiente al fragmento de ADN utilizado como
sonda (fragmento FH1) estd localizado en uno de los extremos del fragmento
clonado. El estudio de la traduccién de aminodcidos de la secuencia determinada en
este extremo nos indicé que en el fragmento clonado estaba ausente la region 5° del
supuesto gen codificador de la enzima flavohemoglobina detectado. Se hizo
necesario, por tanto, abordar la clonacién de otros fragmentos de ADN de los fagos
que incluyeran la regién 5° del gen para completar la secuenciacién del mismo. Se
optd entonces por clonar los dos fragmentos EcoRI-EcoR1 de aproximadamente 850
y 900 pares de nucledtidos respectivamente que deben flanquear el fragmento EcoRI-
EcoRl de 197 pares de nucleétidos y que se visualizan como una banda de

hibridacién doble en la Figura 22.

Pstl Sall Sall Sal Sall Sall Sall
A Sall Xbal Pstl Spel Sall Xbal Psti Spel

Figura 23. Southern de las digestiones Sall, Sall-Xbal, Sall-Pstl y Sall-Spel del fago 2.

La imagen de la izquierda corresponde al gel de agarosa con su marcador Psfl A, mientras
que la imagen de la derecha corresponde a su hibridacién con FH1.
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En el curso de esta clonacién se hizo publica la informacién derivada del
proyecto de secuenciacién del genoma de B. cinerea cepa B05.10 (Botrytis-cinerea-
Sequencing-Project, 2008) a la cual tuvimos acceso inmediato. El anélisis de la base
de datos ofrecida por el Broad Institute nos permitié identificar la secuencia
detectada por hibridacién en nuestros experimentos de clonacién. Dicha secuencia
aparecié localizada en el Supercontig 14: 308446-309683. Esta informacién nos
permitié simplificar el proceso de clonacion ya que se pueden disefar
oligonucleotidos especificos para el estudio de la secuencia de interés. Disefiamos los
oligonucleétidos BethgF y BethgR que nos permitieron amplificar un fragmento de
ADN genémico de B. cinerea de 2.496 pares de nucledtidos (Fig. 24) y que incluia la
region del genoma de B. cinerea en la que el andlisis bioinformatico llevado a cabo
por el Broad Institute detectaba la regién codificadora de un gen codificador de una
enzima flavohemoglobina y sus regiones flanqueantes. El fragmento amplificado fue
clonado y secuenciado completamente. Debemos sefialar que la anotacién automatica
habia identificado un gen de 1.238 nucleétidos correspondiente al gen identificado
con el cédigo BC16_0389.1, con un intrén y que codificaba una proteina deducida de
329 aminoécidos. Cuando se compar¢6 detalladamente la secuencia determinada en el
curso del proyecto de secuenciaciéon del genoma y la secuencia determinada
experimentalmente a partir de los fragmentos de ADN clonados y secuenciados a
partir de la genoteca de ADN gendémico de B. cinerea o de los productos de PCR
amplificados y secuenciados se comprob6 que se habia producido un error en la
secuenciacion del genoma en la regién correspondiente a la fase abierta de lectura
identificada automaticamente. Se trataba concretamente de la posicion 531 de la
region codificante del gen: en el proyecto de secuenciacion del genoma no se habia
identificado un nucledtido de adenina en esa posicién lo que hacia cambiar la

secuencia de lectura y composicion de la proteina deducida.
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Accl
EcoRl EcoRl
EcoRV Neol
EcoRV BssHI
Hindlll EcoRl
EcoRl Neol Aval EcoRV
Sphl C/al\ \ |)d)al Smal | Neel

¥ >

Bcthg
2496 bp

Figura 24. Mapa de restriccién de la region de ADN gendmico de B. cinerea en la que se
ubica el gen Bcfhgl.

Fragmento amplificado del gen Bcfhg1con los oligonucledtidos BefhgF y BefhgR

1.3. SECUENCIA DEL GEN BCFHG1

La secuencia definitiva de gen codificador de la enzima flavohemoglobina
de B. cinerea identificada en el curso de este trabajo y sus regiones flanqueantes se
presenta en la Figura 25. Se presenta también la secuencia de aminodcidos que
resulta de su traduccién en la misma figura. Un andlisis detallado de la secuencia
completa del genoma tratando de identificar otras secuencias con homologia con
genes codificadores de enzimas de tipo flavohemoglobina demostr6 que éstas no
existen. En el genoma de B. cinerea, por lo tanto, existe un unico gen codificador de
enzimas de tipo flavohemoglobina, gen que ha sido denominado Bcfhgl. Esta
secuencia ha sido registrada en la base de datos del Genebank con el nimero de

acceso AM939900.
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-529 AAGCTTACTAATCTCGCAAAGGGATCGGACGCACGCGGGGATGTCACGGGCCGTGATTTA
-469 CCCGCAGTATTGTATTCAAATTCAAATGTTCAACCCAATTTTCCGAAGTTGCCCGGTGCG
-409 CCCGGIGCGTTGATAAACATTGATAACGTCCCTAGAAGATGAGATAGACATCTCCCCGGA
-349 GATGCTTCACCCCCTGGTGGATATCGTACATAAAGGATCAGGACGCGACCTTTTTATTTIC
-289 AGCGATATCCCTCACTCGGCTCCCACAAACATGACACTGTTTGTCGTGATGGACCAATTG
-229 CAATTGAGGTATATGTATGATTAGAGTGCAATACGATGAAATCAGGTCATAAAATTTICG
-169 TGCTCACGACGGGGGGGCGATTCTACAAGCACCACTTAGTAGCTGTGATGCTGGAGGTIGG
-109 AATTCATACATAAGGATGCTGGAGCCAGTGTGTCCAGAATGTTTATATGTCCAGAATCAC
-49 CAGAGCCGGAAAACAACAACACAGTCTACTAGACAATTCAGATCTTAAG
1 ATG GCA CTC ACA CCT CAA CAA ATC GAC ATC ATC AAG GCT ACA GTIG
1 M A L T P Q Q I D I I K A T Y
46 CCT GIG GTC CAA GAG TAT GGA ACC GCC ATT ACT ACC ACC TTT TAC
16 P \Y% \Y% Q E Y G T A I T T T F Y
91 AAG AAC GTT CTC GCC GCA AAC CCA GCA CTA AAT AAC ATC TTC AAC
31 K N Y L A A N P A L N N I F N
136 CAA ACC AAC CAA AAG AAT GGA GAT CAA CCA CGT GCT CTG TCA GGT
46 Q T N Q K N G D Q P R A L S G
181 GCT CTC GCT GCT TAT GCG GCC AAT ATC GAT AAC CTT GCT GTA CTC
61 A L A A Y A A N I D N L A \Y% L
226 TCG GAT GCC GTIG GAA AGA ATA TGT CAG AAG CAC GCC TCA TTA TIC
76 S D A \Y% E R I C Q K H A S L F
271 ATC CGA CCA GAA CAC TAC CCG ATA GTT GGA AAA TAC CTG CTIG GAG
96 I R P E H Y P I \Y% G K Y L L E
316 GCC ATG GGC CAG GTA CTC GGT GCG GCA TTG ACG CCA GAA ATC CTA
106 A M G Q \Y% L G A A L T P E I L
361 GAC GCG TGG ACG GCT GCC TAC AAC CAA CTG GCT CAG ATT ATG ATT
121 D A W T A A Y N Q L A Q I M I
406 GAT AGA GAA ATG CAA TTA TAT CAA GAA GCC GGC GAG TGG AAA GAA
136 D R E M Q L Y Q E A G E W K E
451 TGG AGG GAC TTC AAG ATC GCC AAG AAA GTC AAA GAA TCC AGT ATC
151 W R D F K I A K K Y K E S S I
496 ATC ACC TCT TTC TAC CTA GAG CCC GTG GAC GGA AAA CCC CTIC cccC
166 I T S F Y L E P v D G K P L P
541 CCT TTIC AAG CCG GGC CAG TAT ATC TCA GIC CAA GTIC CAT GTA CCA
181 P F K P G Q Y I S \Y% Q \Y% H \Y% P
586 GAC TTT GGA TAT TTG CAA TCT AGA CAA TAC TCA TTG AGT GAT CGT
196 D F G Y L Q S R Q Y S L S D R
631 CCA AAT GAG AAA TAC TAC CGT ATC AGT GTG AAG CGA GAG GAT GCT
211 P N E K Y Y R I S v K R E D A
676 GTIT GIC CTC CCA GAA GCC AAC ACA CCA GTC GAA GCA GGT GTG ATT
226 Y Y L P E A N T P v E A G Y I
721 TCA AAT ATT CTT CAC GAT ACC AAA CAC GAG GGC GAT GTA GTC CAG
241 S N I L H D T K H E G D \Y% \Y% Q
766 GTA TCT CCA CCT CAA GGC GAA TTC TTC CTC GAT CTG CAA AAG AAT
256 \ S P P Q G E F F L D L Q K N
811 ACC GAT TCT CCC GTA GIT TTG ATT TCC GCC GGA GTT GGC CTC ACC
271 T D S P Y Y L I S A G \ G L T
856 CCC ATG GTA TCC ATC CTIC AAT ACC TTG GTA GAA AGA GGA AGC GCG
286 P M \Y% S I L N T L \Y% E R G S A
901 CGA CCA ATA TCA TAC ATC CAC GCA GCA CGC AGC AAA GAA GTA GAT
301 R P I S Y I H A A R S K E v D
946 GCA TTC CAT GAC CAT GIC CAA GAA ATC GCC ACA TCG AAT TCA AAT
316 A F H D H \Y% Q E I A T S N S N
991 GTC CGT TCC TGG GTT TTIC GTC AAG AAT CTA CCC GCC GAC AAT TAT
331 \Y% R S W \Y% F \Y% K N L P A D N Y
1036 GGA CAT CCG GTIC AAG GAT CTA GCG GGA CGA ATG GAC TTA TCG AAA
346 G H P \Y% K D L A G R M D L S K
1081 GTT AAA GAC GCT GCG TTG CAT TTG GAT GAT TCT ACT ACC GTG TAT
361 \Y% K D A A L H L D D S T T v Y
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1126 TTT ATC TGT GGC CCG GGA GGA TTT ATG GAT GAT ATG AGT AAG GTT
376 F I C G P G G F M D D M S K \Y%
1171 TTG CAA ACC TTT GGA GTG AGC GAA GAT AGG ATT AAC CTG GAG GTT
391 L Q T F G \Y% S E D R I N L E \Y%

1216 TTC GGC ACC GGA GAA GCG CAG TGA

406 F G T G E A Q *

1240 TAGGTGTTCGTICGTAATGCATGATGCATGAGAGATGGGAAGTGTACATAGAAGATTCCCA
1300 GAAGTTTAAACTCCACTAATATTTAAGATACCAACAAATACATATATTCTCGTAGCCAAT
1360 TGCCGCATGTTTTTCACGCTCACATTTATAATCTCAGTGGATATCGTGATCTITCCGTATG
1420 CAATGATTGTGATGTGATCTACAATACATATGACACCACAGTACCATAGATTCAGGACTT
1480 TTAATATGGCGGCAGATTTICTCAACTCCTTATCTAAGACACGGTAAGTTCCCACACTGAA
1540 GCAATAAGTAGTCGATGTTTCATCTCAACAAGCTAATAACTCCCCAACCTICTACTCCAAT
1600 AGGTTATTTGTCATCTCACCGTCGTAGGTIGTCAAAGTICTTGTTGTAATAGATATGCAATT
1660 GTATAAGACATTGAGAAAAGTGGGGTATGCTAGCATTGAGAATTGCTTTATATACACCTT
1720 TTGATTGGGTTTCTATATAGATATAAGTTAGGGGTCTIGTATTAGGAAAATTTTTAGATAG
1780 GGATTGGATCATTAGTTGTACAATATTGATCTATAGTATTGTGTGAAGAATTC

Figura 25. Secuencia de nucledtidos y aminodcidos de Bcfhgl.

Los nimeros de la izquierda corresponden al nimero de nucledtidos desde el inicio de la
transcripcion del gen. La secuencia de nucledtidos en rojo indica la regién codificante del
gen (ORF). La secuencia de nucleétidos en negro corresponde al promotor y terminador del
gen. La secuencia de aminodcidos en azul corresponde a la traduccién del ORF. Las
secuencias marcadas en amarillo indican los posibles codones de iniciacién de la traduccion.
Las probables cajas TATA y CAAT se encuentran subrayadas.

1.3.1. La region codificante

La regién codificante del gen Bcfhgl consta de 1.239 nt y carece de
intrones. La traduccién de la misma da lugar a una proteina deducida de 412
aminodcidos. Existen varios codones de iniciacion de la traduccién en la misma fase
de lectura aunque sélo uno forma parte de un entorno (secuencia) que responde a las
caracteristicas que tiene la secuencia Kozak (GCCGCC(A/G)CCAUGG, siendo
AUG el codén de iniciacion), secuencia consenso presente alrededor del codén de
iniciacion de los genes eucariotas (Kozak, 1987; Kozak, 1990; Kozak, 1991). M4s
recientemente, Nakagawa 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 numerado
como +1) (Nakagawa et al., 2008). Como se comprueba en la figura 25, sélo el
triplete AUG seleccionado como cod6én de iniciacién vélido retne estas
caracteristicas. Por otra parte, la proteina traducida considerando este codén de

iniciaciéon presenta homologia con el extremo aminoterminal de otras enzimas
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flavohemoglobinas previamente caracterizadas (F. oxysporum BAA33011,

Aspergillus fumigatus XP_T746528).

1.3.2. Analisis de la region promotora

La secuencia promotora de Bcfhgl presenta cajas TATA (posiciones -66 y -
220) y CAAT (posiciones -16, -201, -229, -235 y -434) implicados en el control de la
transcripcion de forma general. Posteriormente se buscaron otros elementos de
regulacién particulares basado en las secuencias de unién de factores de transcripcién
mediante el programa Matlnspector (Cartharius et al., 2005). Los resultados de las
familias de factores de transcripcion localizadas se muestran en la tabla 2.

Interesantemente, se detectan secuencias de sitios de union de factores de
transcripcion relacionados con la activacion de genes inducidos por nitrégeno con
unas probabilidades (ratios) de similitud de secuencias bastante elevadas. Estas
secuencias podrian estar implicadas en la activacion del gen en fases o procesos
relacionados con el metabolismo del nitrogeno. Asimismo, se detecta con alta
probabilidad una secuencia de unién de factores de transcripcion relacionadas con la

respuesta a situaciones de éstres en levadura.

1.3.3. La region 3’ flanqueante

El anilisis de la region 3° flanqueante no mostré ninguna secuencia
consenso de sefal de poliadenilaciéon, AATAAA, la cual se presenta en la mayoria de

los genes de organismos eucariotas (Proudfoot y Brownlee, 1976).
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Tabla 2. Prediccidn de factores de transcripcidon que pueden unirse al promotor de Bcfhgl.

En la primera columna se indica el factor de transcripcién que reconoce la probable
secuencia sefial. En la segunda columna se indica el ratio de similitud de la secuencia. En la
tercera columna se indica la localizacién de la secuencia y su orientaciéon. En la dltima
columna se indica la secuencia con los nucleétidos coincidentes en rojo y en mayusculas la

secuencia central.

Familia Ratio | Localizacion Secuencia
Yeast Mlu I cell cycle box 0.842 | -499, -489 (-) cccCGCGtgeg
Yeast activator of glycolytic genes | 0.790 | -476, -460 (+) | gtgatttaCCCGcagta
RDNA binding factor 0.979 | -472, -464 (+) tttACCCgc
Activator of cytochrome C 0.763 | -428,-414 (-) | cgggcaacTTCGgaa
RDNA binding factor 0.860 | -421, -413 (+) gttGCCCgg
Asperg.'/Neurospora—'activ. of genes 0.993 | -400, -349 (-) TATCaac
induced by nitrogen
Fungal GATA binding factors 0.895 | -399, -389 (+) ttGATAaacat
Yeast ABF factors 0.795 | -395, -377 (+) | taaacattgataACGTccc
Asperg.'/Neurospora—'activ. of genes 0.993 | -390, -384 (-) TATCaat
induced by nitrogen
Fungal GATA binding factors 0.908 | -389, -379 (+) ttGATAacgtc
Asperg../Neurospora—.activ. of genes 0.993 | -369, -363 () TATCtca
induced by nitrogen
Pleiotropic drug resistance
respfnsive e%ements 0.941 | -357, -349 (-) TCCGgggag
Yeast GC-Box Proteins 0.844 | -357,-341 (-) | gaagcatctccGGGGag
Pleiotropic‘drug resistance 0.903 | -356. -348 (+) TCCCeagag
responsive elements
Yeast stress response elements 0.980 | -340, -332 (-) ccAGGGggt
Aspergillus cell pattern formation | 0.955 | -309, -299 (-) ggtCGCGtcect
Yeast Mlu I cell cycle box 0.840 | -309, -299 (-) ggtCGCGtcct
Yeast Mlu I cell cycle box 0.841 | -308, -298 (+) ggaCGCGacct
Yeast MADS-Box factors 0.787 | -218, -200 (-) | gcacTCTAatcatacatat
M-box interacting with Mat1-Mc | 0.884 -19,-9 () tgaATTGtcta

1.3.4. La proteina deducida

La proteina deducida del gen Bcfhgl, BcFHGI, tiene 412 aminodcidos, un

peso molecular de 45578,7 y un punto isoeléctrico tedrico de 5,34. En la tabla 3 se

resume la composiciéon de aminodcidos de la proteina BcFHGI1. Esta proteina estd

registrada en la base de datos del Genebank con el nimero de acceso CAP74387.
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Tabla 3. Contenido aminoacidico de BcFHGI.

Aminoacido | Sigla | Numero | % | Aminoacido | Sigla | NOomero | %
Ala A 38 9.2 Leu L 34 8.3
Arg R 15 3.6 Lys K 22 5.3
Asn N 20 4.9 Met M 8 1.9
Asp D 26 6.3 Phe F 15 3.6
Cys C 2 0.5 Pro P 24 5.8
GIn Q 22 5.3 Ser S 26 6.3
Glu E 23 5.6 Thr T 20 4.9
Gly G 24 5.8 Trp W 4 1.0
His H 10 2.4 Tyr Y 16 3.9

lle I 26 6.3 Val V 37 9.0

La proteina BcFHGI1 tiene tres dominios funcionales identificados. Un
dominio globina (globin) entre las posiciones de aminodcidos 4 y 134 con un E_valor
de 5e-21, un dominio oxidoreductasa de unién de FAD (FAD_binding_6) entre las
posiciones 153 y 265 con un E_valor de 8e-07 y un dominio oxidoreductasa de unién
de NAD (NAD_binding_1) entre las posiciones 276 y 386 con un E_valor de 2e-10
(Fig. 26).

1 75 150 priis) J0m 375 #12
| | | 1 | | | | 1 | | 1 | 1 | | | | 1 | | 1 | | | | 1 |

FAD_binding_6 NAD_binding_1

Figura 26. Dominios funcionales de BcFHGI.

Con el programa CDD del NCBI de identificaciéon de dominios conservados,
se puede observar la gran similitud de los dominios funcionales de la proteina
flavohemoglobina de B. cinerea con dominios similares de las proteinas
flavohemoglobinas de otros organismos (Marchler-Bauer et al., 2007). Graficamente
se ve en las figuras 27, 28 y 29. Estos tres dominios se presentan en las proteinas tipo

flavohemoglobinas, las cuales producen la detoxificacion de NO.
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(ST T

Figura 27. Dominio globina (globin).

Los nombres de cada secuencia corresponden a dominios globina de los organismos: 1ASH
Ascaris suum, query Bcfhgl, 1HDA_A Bos taurus, gi5731771 Drosophila melanogaster,

2113810249 Sabella spallonzanii.
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Figura 28. Dominio oxidoreductasa FAD (FAD_binding_6).

Los nombres de cada secuencia corresponden a dominios FAD_binding_6 de: 117P_A Rattus
norvegicus, query Bcfhgl, gi75346300 Acinetobacter sp., gi3024428 Pseudomonas
pseudoalcaligenes, gi75422186 Pseudomonas putida.

Figura 29. Dominio oxidoreductasa NAD (NAD_binding_1).

Los nombres de cada secuencia corresponden a dominios 1KRH_B Acinetobacter, query
Bcefhgl, gi126527 Photobacterium leiognathi, gi399486 E. coli K2, gi29611953 Vibrio
paraheomolyticus.
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Dado el nivel de homologia con la flavohemoglobina de E. coli, cabe esperar
que la arquitectura tridimensional de BcFHG1 sea similar (Ilari et al., 2002).
Respecto a la localizacién subcelular, dado el nivel de homologia con la
flavohemoglobina de S. cerevisiae, es probable que BcCFHGI1 esté localizada tanto en
el citosol como en la matriz mitocondrial (Cassanova et al., 2005). No obstante, se
realiz una prediccion de la localizaciéon subcelular de BcFHGI1 mediante el
programa PSORT 6.4. La prediccién realizada indic6 una probabilidad de localizar la
proteina en la membrana plasmdtica del 70 %, en la membrana del reticulo

endoplasmatico del 20 % y en la membrana interna mitocondrial del 20 %.

1.4. ESTUDIO FILOGENETICO DE BCFHG1

BcFHGI1 presenta una gran homologia con flavohemoglobinas de otros
hongos y bacterias. Estas proteinas presentan los mismos dominios proteicos
estructurales que la flavohemoglobina de B. cinerea. A nivel de semejanza de
secuencia de aminoécidos presenta un 73 % de identidad con la proteina de A. niger,
71 % con A. fumigatus, 67 % con F. oxysporum, 65 % con C. neoformans y 59 %
con E. coli. El alineamiento de la flavohemoglobina de B. cinerea con las
flavohemoglobinas de otros hongos, levaduras y bacterias estd expresado en la figura
30. Esta figura fue realizada mediante la herramienta de multialienamiento del
INRA, Multalin (Corpet, 1988).

El 4rbol filogenético de las proteinas flavohemoglobinas se realiz6 mediante
el programa MEGA 3.1 a través de un bootstrap test mediante el método de
Neighbor-Joining y la correccion de Poisson con ratios uniformes (Kumar et al.,
2004). La bootstrap se realizé con 1000 interacciones para calcular la fiabilidad del
arbol. Las secuencias de aminodcidos utilizadas fueron tomadas del Genebank y de la
base de datos de genomas fingicos del Broad Institute. En el arbol filogenético de las
flavohemoglobinas (Fig. 31) se aprecia que la secuencia del gen de la
flavohemoglogina de B. cinerea se agrupa con las secuencias de otros hongos
relacionados genéticamente segin amplios estudios realizados con varios grupos de

genes conservados (James et al., 2000).
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Figura 30. Alineamiento de las proteinas tipo flavohemoglobinas.

El color rojo representa mas de un 90 % de consenso y el azul méas de un 50 % de consenso
en la secuencia de aminodcidos. Los nimeros de acceso de las secuencias utilizadas fueron:
EDNG61819 S. cerevisiae, XP_711060 C. albicans, EAT86010 Phaeosphaeria nodorum,
CAP74387 B. cinerea, BAA33011 F. oxysporum, XP_746528 A. fumigatus, AAP41066 C.
neoformans, ZP_01127312 Nitrococcus mobilis, ZP_00721718 E. coli, ZP_00742333
Bacillus thuringiensis, Q47266 E. chrysanthemi, YP_273509 P. syringae.
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Figura 31. Arbol filogenético de las flavohemoglobinas.

Los nimeros en los nudos indican el bootstrap que nos proporciona la fiabilidad de Ila
interseccion. La longitud de las ramas indican la distancia filogenética. Los nidmeros de
acceso de las secuencias de poteinas utilizadas fueron: XP_963988 Neurospora crassa 1,
XP 957939 N. crassa 2, XP_664773 A. nidulans 1, XP_661126 A. nidulans 2, EDN61819 S.
cerevisiae, XP_001588433 S. sclerotiorum, CLUG_04007.1 Candida lusitaniae (Broad
Institute), XP_001482036 Candida guilliermondii, EAT86010 P. nodorum, CAP74387 B.
cinerea, BAA33011 F. oxysporum, FOXG_15840.2 F. oxysporum (Broad Institute),
FOXG_17028.2 F. oxysporum (Broad Institute), XP_746528 A. fumigatus, AAP41066 C.
neoformans, XP_369046 M. grisea, XP_384634 Fusarium graminearum 1, XP_380941 F.
graminearum 2, FVEG_1186.3 Fusarium verticillioides 1 (Broad Institute), FVEG_13827.3
F. verticillioides 2 (Broad Institute), XP_001400872.1 A. niger 1, XP_001274889.1
Aspergillus clavatus 1, XP_001211325.1 A. terreus 1, XP_001825874.1 A. oryzae 1,
XP_001398637.1 A. niger 2, XP_001268526.1 A. clavatus 2, XP_001904160.1 Podospora
anserina 2, XP_001228021.1 Chaetomium globosum 1, XP_001216520.1 A. terreus 2,
XP_001912543.1 Podospora anserina 1, ZP_02882530.1 Burkholderia graminis 2,
XP_001727230.1 A. oryzae 2, EDP48702.1 A. fumigatus 2, XP_001220963.1 Chaetomium
globosum 2, NP_285566.1 Deinococcus radiodurans, NP_241924.1 Bacillus halodurans,
AAP93662.1 Sinorhizobium meliloti, ZP_01844296.1 Shewanella baltica, YP_663028.1
Pseudoalteromonas atlantica, NP_903158.1 Chromobacterium violaceum, YP_001374491.1
Bacillus cereus subsp. cytotoxis, ZP_02884306.1 Burkholderia graminis 1, YP_786548.1
Bordetella avium, 7ZP_02125379.1 Methylobacterium nodulans, orf19_3707 C. albicans
SC5314 1 (Broad Institute), orf19_3710 C. albicans SC5314 2 (Broad Institute), orf19_7637
C. albicans SC5314 3 (Broad Institute), P24232 E. coli, Q47266 E. chrysanthemi. En los
microorganismos donde se ha indicado “Broad Institute”, el nimero de la secuencia es el
correspondiente al indicado en la base de datos del genoma del citado organismo. La escala a
la que se refiere la figura son substituciones de aminoécidos por sitio.
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2. ANALISIS DE EXPRESION DE
BCFHG1

Las enzimas tipo flavohemoglobina estdn implicados en la detoxificacién de
NO. En distintos sistemas flingicos y bacterianos la exposicion a NO determina un
aumento de la expresion del gen o genes codificadores de estas enzimas para
contribuir a la defensa de la situacién de estrés nitrosativo que la exposicion a NO
supone (Poole et al., 1996; Sarver y DeRisi, 2005).

Decidimos analizar el posible papel de la exposicién a NO sobre la expresion
del gen Bcfhgl de B. cinerea. Debemos recordar que B. cinerea es un hongo
necrotrofo que crece sobre tejido que experimenta una HR y que por lo tanto se
desarrolla en un ambiente hostil expuesto a H,O, y NO (Delledonne et al., 2001). B.
cinerea dispone de sistemas de detoxificacion de las formas activas de oxigeno (Gil-
ad et al, 2000), incluidas las producidas durante la HR, pero no se dispone de
informacion sobre los posibles mecanismos implicados en la detoxificacion de NO
de los que B. cinerea puede hacer uso. Para valorar esta situacion decidimos
establecer un sistema de exposicion a NO en condiciones de cultivo in vitro.
Haciendo uso de este sistema nos propusimos valorar el efecto sobre la expresion
génica de Bcfhgl de distintas concentraciones de NO (siempre en un rango de
concentraciones alrededor de la concentracion fisioldgica de NO que se produce
durante la HR que desencadena la planta), concentraciones que se mantienen
constantes haciendo uso de un donador de NO apropiado. Nos propusimos, ademas,
valorar estos efectos sobre dos tipos de micelio: micelio joven, cultivado durante 4
horas en medio liquido (fase de germinacion de las esporas), y micelio maduro,
cultivado durante 12 horas en medio liquido (fase de ramificacién de las hifas y de

produccioén activa de micelio).
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2.1. DONADORES DE OXIDO NITRICO

Como fuente de NO se utiliz6 el donador de 6xido nitrico DETA/NO
(Dietilenotriamina, Fig. 32). Su eleccidn se realizé debido a que tiene una vida media
de 20 horas a 37 °C en tampén fosfato pH 7,4 (Fitzhugh y Keefer, 2000), lo que
proporciona una generacion casi constante de NO durante los tiempos utilizados en

la incubacién de B. cinerea.

..-""N\ #O
O~ N

I
N +
HoNT " NH,
Figura 32. Molécula de DETA/NO, dietilenotriamina.

Los productos distribuidos por dos marcas comerciales, Sigma y Alexis,
fueron utilizadas en este trabajo. Inicialmente se realizé una serie de experimentos
para determinar la concentracion real de NO que liberan al medio de cultivo ambos
productos. Se pretendia elegir una de las dos marcas para su uso generalizado
durante todos los experimentos, ya que, aunque las dos presentan una pureza similar
mayor del 97 %, los precios resultan muy diferentes y, tal vez, podrian presentar
grandes diferencias en la produccion de NO. Las mediciones se realizaron mediante
el electrodo de 6xido nitrico con concentraciones de 0,125, 0,25 y 0,5 mM de
DETA/NO. ElI DETA/NO se disolvid en agua antes de ser utilizado para obtener una
concentracion de trabajo de 50 mM. Previamente, el electrodo fue calibrado con una
solucidn acuosa saturada en NO.

El DETA/NO de Sigma proporciona 1,29 uM de NO con 0,5 mM DETA/NO,
0,73 uM de NO con 0,25 mM DETA/NO y 0,42 uM de NO con 0,125 mM
DETA/NO. El DETA/NO de Alexis proporciona 1,44 pM de NO con 0,5 mM
DETA/NO, 0,81 uM de NO con 0,25 mM DETA/NO y 0,40 uM de NO con 0,125
mM DETA/NO. Graficamente estos datos se presentan en la figura 33. La liberacion
de NO sigue una constante lineal segin la concentraciéon de DETA/NO con

coeficientes de regresion altamente significativos (R*>0,99).
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Determinando unos niveles de liberaciéon de NO muy similares en ambos
casos se eligio6 el DETA/NO comercializado por Sigma debido a su precio
considerablemente inferior. Las concentraciones de DETA/NO utilizadas
proporcionan las cantidades de NO de trabajo, ya que el 6ptimo de muerte celular en

plantas inducida por NO es 1,2 uM (Delledonne et al., 2001).

16 - y=27x+008

1,4 B R2= 0,99

12 |
s 1 o Sigma
1 .
o 08 y=23x+0,14 | m Alexis
Z 0,6 R~ 0.99

04 -

02 -

0 | | |
0 0,2 0,4 0,6

DETA (mM)

Figura 33. Producciéon de NO por DETA/NO.

Las medidas se realizaron con un electrodo de 6xido nitrico a una temperatura constante de
22° Cy en medio de cultivo B5. Las ecuaciones al lado de la recta de regresion, representan
los coeficientes que definen la producciéon de NO para cada marca de DETA/NO (Sigma o
Alexis).

2.2. DISENO EXPERIMENTAL

El anélisis de la expresion de Bcfhgl se realizé mediante 4 experimentos cuyo
disefo se presenta de manera simplifcada en la figura 34. En todos se utilizaron
esporas de B. cinerea estirpe B05.10 a una concentracion de 5%10° esporas por ml.

El experimento I analiza la expresioén de Bcfhgl a lo largo del tiempo en un
cultivo in vitro en medio B5 y en ausencia de NO exdgeno (“time course”). Para
cada tiempo analizado se dispuso de un matraz estriado donde se realizaba la

incubacién y, posteriormente, la muestra era separada del medio liquido mediante
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centrifugacion. Las muestras fueron extraidas de esporas en reposo, -1, al inicio de la

incubacién, 0, y alas 2, 4, 6, 8, 12, 16 y 20 horas de incubacién.

MfTMT l A A

10 12 14 16 18 20

0.08,0.25,0.5 8 16
> > >
8 12 16 18 20 22 24 26 28

16 48 72 92 120

Figura 34. Disefio experimental del andlisis de expresion.

Los nimeros indican tiempo en horas. Las flechas apuntando a la parte superior indican
extraccion de micelio. Las flechas azules mas grandes muestran el punto de induccién con el
donador de NO DETA/NO. I- Andlisis temporal de la expresion in vitro. II- Induccién de la
expresion in vitro a partir de las 4 horas de incubacion. III- Induccién de la expresién in vitro
a partir de las 12 horas de incubacién. IV- Andlisis temporal de la expresion in planta.

El experimento II analiza la expresion de Bcfhgl a lo largo del tiempo de un
cultivo in vitro en B5 sometido a la presencia de NO desde las 4 horas de incubacidn.
Se tomaron muestras de micelio inmediatamente antes de la induccién por NO a las 4
horas de incubacién de las esporas y a los siguientes tiempos después de afadir NO:
5 minutos (0.08), 15 minutos (0.25), 30 minutos (0.5), 1 horas (1), 2 horas(2), 4 horas
(4) y 8 horas (8).

El experimento III analiza la expresiéon de Bcfhgl a lo largo del tiempo
después de someter a un cultivo in vitro de B5 incubado por 12 horas a la exposicion
a NO. Se tomaron muestras inmediatamente antes de la induccién por NO a las 12
horas de incubacién de las esporas y a los siguientes tiempos después de afiadir NO:
5 minutos (0.08), 15 minutos (0.25), 30 minutos (0.5), 4 horas (4) y 8 horas (8).

El experimento IV analiza la expresion de Bcfhgl in planta a lo largo del

tiempo. Las infecciones se realizaron en hojas de tomate recogiéndose muestras de
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infeccidn a los siguientes tiempos desde la inoculacién: 8, 12, 16, 32, 48, 72, 92 y
120 h.p.i.

En todos los experimentos a partir de las muestras del material bioldgico
recogido se extrajeron muestras de ARN total que fueron utilizadas en los
correspondientes andlisis de expresion, bien mediante andlisis Northern, bien

mediante PCR cuantitativa.

2.3. ANALISIS TEMPORAL DE LA EXPRESION DE BCFHG1
DURANTE EL CRECIMIENTO SAPROFITICO (MEDIO
LIQUIDO)

La expresion del gen Bcfhgl a lo largo del tiempo de incubacién de conidios
de B. cinerea B05.10 en medio BS5, fue analizada mediante hibridaciones tipo
Northern, pudiéndose observar los resultados obtenidos en la figura 35.

En todas las carreras del gel se intentd cargar la misma cantidad de ARN total
(concentraciones estimadas con ayuda de un espectrofotéometro). Como control de
uniformidad de carga en las distintas carreras se utiliz6 la intensidad de las bandas de
rRNA 18S y 25S que se visualizan en el gel de agarosa previa tincién con bromuro
de etidio. Para poder normalizar los valores de expresion del gen Bcfhgl en cada
condicién se utilizé la intensidad de la sefial de hibridacion obtenida con un gen de
expresion constitutiva, el gen BcactA (Benito et al., 1998).

Los resultados obtenidos en este experimento indican que la exposicién del
gen BcactA no es constitutivo a lo largo del tiempo, monstrando diferencias
importantes en los niveles de expresion en las distintas fases de desarrollo. Como se
aprecia en la figura 35, el gen BcactA no se expresa en esporas en estado de letargo
(reposo), y su expresion aumenta en las primeras fases de desarrollo, durante la
activaciéon y germinacién de las esporas (desde las O hasta las 6 horas de cultivo en
medio liquido). A partir de ese momento, cuando las esporas ya han germinado y los
tubos germinativos crecen y se ramifican dando lugar a micelio cuyas hifas se
ramifican y desarrollan activamente, la expresién del gen BcactA si se mantiene
constante y se puede considerar, por lo tanto, constitutiva. La expresion del gen

BcactA es vilida, entonces, para comparar niveles de expresion de genes en micelios
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en la misma fase de desarrollo sometidos a distintas condiciones (por ejemplo
ambientales o nutricionales) pero su utilidad es limitada si se comparan fases de
desarrollo diferentes. En cualquier caso en nuestro trabajo, y junto con el andlisis de
la intensidad de las bandas de rRNA 18S y 25S detectadas en el gel de agarosa tefiido
con bromuro de etidio, su utilizacién permite analizar la cinética de acumulacién a lo
largo del tiempo del mRNA derivado de la transcripcion del gen Bcfhgl.

Las esporas en estado de letargo mostraron un nivel de expresiéon del gen por
debajo del limite de deteccién de la hibridacion por Northern. En las esporas al inicio
de la incubacién, que habian sido mantenidas durante una hora en medio B5 a
temperatura ambiente y sin agitacion, tampoco se detect expresion de Bcfhgl. La
expresion se empezd a detectar después de las 2 horas de incubacion en agitacion,
incrementdndose hasta alcanzar el médximo entre las 4 y 6 horas de incubacidn.
Después de 8 horas de incubacién los niveles de expresion se reducen de manera

importante y permanecen constantes hasta las 20 horas de incubacién (Fig. 35).

-1h Oh 2h 4h 5h 6h 8h 12h  16h 20h

. E R B

BcactA  Bcefhgi

rRNA

Figura 35. Andlisis temporal de la expresion de Bcfhgl mediante Northern.

Los nimeros indicados en la parte superior de la imagen indican los tiempos de incubacion
en horas. Los nombres situados a la izquierda reflejan los genes cuya expresion se analiza en

cada caso (Bcfhgl y BcactA) y el gel de ARN total en el que se visualizan las bandas de
rRNA 185y 25 S.
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2.4. EXPRESION IN VITRO A LO LARGO DEL TIEMPO EN
MICELIO CULTIVADO DURANTE 4 HORAS ANTES DE
LA EXPOSICION A NO

En cultivos de conidios de B. cinerea B05.10 incubados durante 4 horas en
BS5 se anadieron las concentraciones de DETA/NO 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM y
el control sin el donador de NO. Seguidamente, los micelios fueron recogidos a
diferentes tiempos después de afadir el donador de NO.

Los efectos de tres concentraciones diferentes de NO, 0, 0,125 y 0.25 mM de
DETA/NO, fueron valoradas a todos los tiempos considerados: 0,5, 1, 2, 4, y 8 horas.
A los tiempos 0, 4 y 8 horas se valoraron, ademads, los efectos de un nivel superior de
NO, 0,5 mM de DETA/NO. EI andlisis tipo Northern que se puede observar en la
figura 36, muestra que, aunque Bcfhgl es expresado en todos los tiempos
considerados en ausencia de NO exdgeno, la exposicion a NO incrementa
considerablemente la expresion. La induccidén resultaba ya evidente a la media hora
de exposicién a NO y fue méaxima transcurridas entre una y dos horas de exposicion
a NO con valores de expresion seis veces superiores a los observados en los
controles incubados durante los mismos tiempos. A las 4 horas de exposicion el nivel
de expresion fue solo el doble que en las muestras no expuestas y a las 8 horas la
induccién es casi inapreciable. Por otra parte, cuando se compararon los niveles de
induccién determinados por diferentes concentraciones de NO, se comprobd que la
respuesta de inducciéon determinada por diferentes concentraciones de NO es muy
similar en las tres condiciones probadas.

Al ser la respuesta a diferentes concentraciones de NO muy similar, se
decidi6 investigar mds en detalle la induccién temporal de la expresion utilizando
una tnica concentracion de NO, 0,25 mM de DETA/NO, e incluyendo tiempos mas
cortos y largos de exposicién a NO. La figura 37, panel A, muestra que el incremento
en la expresion de Bcfhgl ya es detectado transcurridos tan sélo 5 minutos de
exposicion a NO. La respuesta de induccién es, por tanto, muy rapida en términos de
incremento de la expresion génica. Cuando el micelio fue expuesto a NO durante
tiempos mayores, los niveles de expresion de Bcfhgl se redujeron a niveles similares
a los observados en la ausencia de NO exdgeno en los mismos tiempos de

incubacién. La expresion inducida por NO consigue su maximo a los 15 minutos
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desde el inicio de la exposiciéon (Fig. 37A) y ésta es mantenida durante una o dos

horas (Fig. 36).
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Figura 36. Efecto de la concentracién de NO en la expresion de Bcefhgl a diferentes tiempos
de exposicion.

El NO fue afadido transcurridas 4 horas de incubacién en forma del donador DETA/NO. En
la parte superior de la imagen se muestran las horas de incubacién transcurridas después de
la induccién con NO y en la parte inferior la cantidad de donador afladida en mM. En la parte
izquierda se presentan los nombres de los genes cuya expresion se analiza en cada caso. El
panel inferior corresponde a los geles de ARN total transferidos en los quese visualizan las
bandas de rRNA 18S y 25S.

2.5. EXPRESION IN VITRO A LO LARGO DEL TIEMPO EN
MICELIO CULTIVADO DURANTE 12 HORAS ANTES DE
LA EXPOSICION A NO.

El micelio muy joven de B. cinerea (esporas cultivadas durante 4 horas en
medio liquido) resulta ser sensible a la exposicion a NO en términos de induccién de
la expresion de Bcfhgl. Para determinar si también es sensible el micelio del hongo
en una fase de desarrollo mas tardia (micelio mas maduro) decidimos llevar a cabo
un experimento de exposiciéon a NO con 0,25 mM de DETA/NO, utilizando micelio
cultivado durante 12 horas en medio de cultivo liquido minimo B5, momento en el
que el micelio esta creciendo activamente y las hifas ramificindose con profusion.
Realizada la exposicién se tomaron muestras de micelio para llevar a cabo el analisis

de expresion a los mismos tiempos que en el experimento anterior. Como se aprecia
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en la figura 37, panel B, la respuesta de induccion de la expresion de Bcfhgl en estas

condiciones es minima.
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Figura 37. Efecto sobre la expresion de Bcfhgl a lo largo del tiempo de 0,25 mM DETA/NO
afladido a un cultivo de esporas de B. cinerea precultivado durante 4 horas (panel A) y 12
horas (panel B) antes de la exposiciéon NO.

2.7. ANALISIS TEMPORAL DE LA EXPRESION DE BCFHG1
DURANTE LA INTERACCION B. CINEREA - TOMATE.

Para analizar la expresion del gen Bcfhgl durante la interaccion de B. cinerea
con su planta huésped decidimos llevar a cabo una inoculacién en condiciones
controladas de laboratorio sobre hojas de tomate siguiendo los procedimientos
descritos en la seccién de Materiales y Métodos. Una vez inoculadas se recogieron
muestras de material infectado a distintos tiempos desde el momento de la
inoculacién (8, 12, 16, 32, 48, 72, 92 y 120 h.p.i.) para realizar las correspondientes
extracciones de ARN total. Con estas muestas se llevo a cabo un andlisis de
expresion de tipo Northern incluyendo una muestra de ARN total derivada de
micelio cultivado en medio minimo liquido BS durante 5 horas. En las hibridaciones
llevadas a cabo no se detect6 sefial de hibridacion con el gen Bcfhgl en las muestras
derivadas de material vegetal infectado con B. cinerea. Estas observaciones sugieren
que los niveles de expresion de Bcfhgl in planta a los tiempos considerados estan
por debajo del limite de detecciéon mediante hibridacién tipo Northern. Por esta

raz6n, decidimos llevar a cabo el andlisis de expresion in planta de Bcfhgl mediante
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PCR a tiempo real, ya que presenta una mayor sensibilidad para la deteccién de
mRNA que las hibridaciones tipo northern.

En un primer experimento se determiné el rango dindmico de concentraciones
de trabajo y la precision y eficiencia de la reaccion. De este modo, el rango dindmico
de concentraciones de trabajo fue 100 ng usdndose en la préctica una dilucién 1:10
del stock original de cDNA. La recta patron obtenida a partir de concentraciones
conocidas de ADN gendmico tenia una alta precision con valores de R? de 0,9968
para el gen BcactA y 0,9982 para el gen Bcfhgl. La pendiente de las rectas patrén o
curva estandar (E), que mide la eficiencia de la reaccion, fue de -3,431 para BcactA y
de -3,675 para el Bcfhgl. Teniendo en cuenta que una pendiente del -3,32 representa
una eficiencia del 100 %, las muestras tuvieron una alta eficiencia.

En un segundo experimento se analizé la expresion in planta de Bcfhgl a
diferentes h.p.i. Se obtuvo un Ct de cada una de las reacciones de la PCR cuantitativa
que se contrastd con la recta patrén obtenida en el mismo experimento para obtener
asf la concentracion de mRNA presente en cada muestra (Fig. 38 y 39). Se realizaron
las amplificaciones pertinentes como se aprecia en las figuras 40 y 41. Se calcularon
para cada muestra sus respectivas medias y desviaciones estindar resultado de las
repeticiones realizadas. Posteriormente, se hicieron los célculos oportunos para la
normalizacion de las medias y desviaciones estandar de la expresion in planta. En la
tabla 4 se pueden apreciar los resultados de expresion obtenidos para BcactA, Bcfhgl

y Bcfhg1 normalizado con su correspondiente desviacion estindar normalizada.
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Figura 38. Representacion del numero de ciclos respecto a la fluorescencia emitida para la
recta patrén utilizada en el célculo de la concentracién del mRNA de Bcfhgl.

En el grifico se representan las repeticiones realizadas para concentraciones de 100, 10, 1,
0,1, 0,01 y 0,001 ng de gDNA.
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Figura 39. Rectas patrén utilizadas en el cdlculo de la concentracién de los mRNA de

Bcfhgl y BeactA.

En verde se aprecia la recta para Bcfhgl y en morado para BeactA. El umbral utilizado fue de

0,320981 DeltaRn.
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Figura 40. Representacion del numero de ciclos respecto a la fluorescencia emitida para 8 y

96 h.p.i.

La curva en rojo representa a Bcfhgl para 8 h.p.i., la curva en verde representa a BcactA para
8 h.p.i., la curva en azul representa a la Bcfhgl para 96 h.p.i. y la curva morada representa a

BcactA para 96 h.p.i.
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Figura 41. Representacion del numero de ciclos respecto a la fluorescencia emitida para
BcactA a 8,12 y 16 h.p.i. y 5 horas in vitro.

El primer conjunto de curvas por la derecha representa a 8§ h.p.i., después vendrian 12 h.p.i.,
16 h.p.i. y 5 horas in vitro, respectivamente.

Tabla 4. Media de la expresién de BcactA, Bcfhgl y la Bcfhgl normalizada con su
correspondiente desviacion estandar.

Muestra Media Qty Media Qty Media Bcfhg1 Desviacion esténdar

Bcfhg1 (ng) BcactA (ng) normalizada Bcfhg1 normalizada
5h in vitro 3,11E-01 1,28 2,43E-01 3,48E-02
8 h.p.i. 8,60E-04 4,07E-03 2,11E-01 1,31E-01
12 h.p.i. 3,27E-03 5,35E-02 6,11E-02 1,17E-02
16 h.p.i. 1,30E-02 2,44E-01 5,33E-02 7,61E-03
32 h.p.i. 2,63E-03 6,38E-02 4,12E-02 1,10E-02
48 h.p.i. 1,28E-03 2,91E-02 4,40E-02 2,44E-02
72 h.p.i. 2,65E-03 6,63E-02 4,00E-02 5,86E-03
96 h.p.i. 6,31E-03 3,64E-01 1,73E-02 4,15E-03
120 h.p.i. 2,09E-02 3,44E-01 6,08E-02 1,86E-02

Es interesante destacar que los niveles de expresion relativa de Bcfhgl in
planta a las 8 h.p.i. son similares a los observados durante el crecimiento saprofitico
a las 5 horas de cultivo in vitro (Fig. 42). Los valores de desviacion estindar son méas
altos en la muestra tomada a las 8 h.p.i. probablemente como reflejo de la mayor
dificultad analitica para obtener datos precisos utilizando esta muestra, ya que
presenta una menor cantidad de ARN total del hongo respecto al ARN total. En

cualquier caso, disponiendo de los valores de expresion in vitro a las 5 horas
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podemos establecer una comparacion entre los niveles de expresion in vitro e in
planta. Este andlisis comparativo indica que el patrén de expresion in planta (Fig.
42) es similar al patréon de expresion in vitro cuando se expone micelio joven
(esporas iniciando el proceso de germinacién) a NO; los niveles de expresion son
elevados en las fases iniciales en ambas situaciones, reduciéndose en fases

posteriores a niveles de 4 a 6 veces inferiores.

40%

35% - -
30% -
25% + <}

20% - (]
15% +
10% +-f |- "

o B aade -0

Expresion relativa de Bcfhg 1

5 8hpi 12 16 32 48 72 96 120
horas h.p.i. h.p.i. hpi. hpi hpi  hpi hp..
in vitro

Figura 42. Expresion in planta de Bcfhg1 obtenida mediante PCR cuantitativa.

Las medias y las desviaciones estdndar representadas estdn normalizadas con la expresion de
BcactA. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar normalizada.
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3. ANALISIS FUNCIONAL DE BCFHG1
MEDIANTE EXPRESION
HETEROLOGA EN S. CEREVISIAE

La secuencia de nucledtidos del gen Bcfhgl y la secuencia de aminoacidos
deducida presentan una homologia muy elevada con las secuencias de los genes
codificadores de enzimas de tipo flavohemoglobina previamente descritos y con las
correspondientes secuencias de aminodcidos deducidas. Este criterio, por si sélo,
ofrece un nivel de confianza muy importante para proponer que la proteina BcFHG1
codifica una proteina flavohemoglobina de B. cinerea cuya funcién debe ser la
degradacion de NO. Para obtener evidencias bioquimicas y genéticas directas de la
naturaleza y funcion de BcFHGI1 decidimos expresar el gen Bcfhgl en un sistema
heterdlogo perfectamente caracterizado, el mutante yhbl de S. cerevisiae, deficiente
en el gen codificador de la enzima flavohemoglobian de este organismo y, por lo
tanto, incapaz de detoxificar NO (Liu et al, 2000), tratando de complementar la
mutacion y restaurando el fenotipo silvestre.

Con este objeto se cloné un fragmento de ADN genémico de B. cinerea de
1.271 pares de nucledtidos que incluye la regioén estructural del gen Bcfhgl en el
plasmido pYES, dando lugar al plasmido pYES-Bchbl (Fig. 43). El pldsmido pYES
estd disefiado para expresar genes de cualquier origen de manera inducible en S.
cerevisiae. Para ello, el fragmento de ADN de interés se clona en el polilinker
incluido a tal efecto entre el promotor GAL1 de S. cerevisiae y la region terminadora
del gen citocromo C1 de S. cerevisiae (cycltt) (Fig. 15). Con esta construccién se
puede controlar la expresion del gen clonado: su expresidn se mantiene reprimida en
presencia de glucosa en el medio de cultivo y se puede inducir mediante la

eliminacidn de la glucosa del medio de cultivo y la adicién de galactosa.
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Figura 43. Vector de expresion inducible del gen Bcfhgl en S. cerevisiae, pYES-Bchbl.

El fragmento de ADN gendmico de B. cinerea clonado en pYES-Bchbl fue
amplificado utilizando los oligonucledtidos BchblF y BchblR. Las secuencias
correspondientes se presentan en la Tabla 1. El oligonucléotido Bchb1F corresponde
a la secuencia AAGCTTAAGATGGCACTCACACC y ha sido disefiado para incluir
una diana de restricciéon para la enzima Hindlll en el extremo correspondiente al
extremo 5’ de la region codifidante del gen (la secuencia GATCTT ha sido
modificada dando lugar a la secuencia AAGCTT). El oligonucleétido BchglR
corresponde a la secuencia GCATGCATTACGACGAACACC y ha sido disefiado
par generar un sitio de reconocimiento para la enzima de restricciéon Sphl en el
extremo 3’ de la regién codificane del gen (la secuencia TCATGC has sido
modificada dando lugar a la secuencia GCATGC). El fragmento amplificado con
estos dos oligonucledtidos tiene 1.271 pares de nucledtidos e incluye, ademds de la
region codificante completa, 9 pares de nucledtidos aguas arriba del c6don de
iniciacion del gen y 23 pares de nucledtidos aguas abajo del codén de terminacion
del gen, y puede ser clonado de manera dirigida bajo el control del promotor GAL1

en el polilinker del plasmido pYES.
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El pldsmido pYES-Bchbl fue introducido en la cepa mutante yhbl de S.
cerevisiae mediante transformacion. Se seleccionaron varios transformantes en los
que se comprobé mediante PCR la presencia del gen Bcfhgl y finalmente se
seleccion6 un transformante (yhbl(pYES-Bchgl)) para todos los experimentos
posteriores de complementacion heteréloga.

Para llevar a cabo los andlisis bioquimicos de la cepa de S. cerevisiae
yhb1(pYES-Bchgl), ésta fue inoculada y cultivada en condiciones que permitieran la
expresion del gen Bcfhgl. Para ello fue incubada durante 0, 1.5, 3, 6 y 9 horas en
medio con galactosa. Se extrajeron lisados de proteinas y con ellos se corrié un gel
SDS-PAGE con muestras a diferentes tiempos de inducciéon (Fig. 44).
Interesantemente, a las 6 horas se aprecia un cambio en los patrones de bandas
alrededor de los 45 KDa que es el tamafio esperado de BcFHG1. Por este motivo, se

eligié realizar la induccién por galactosa del gen Bcfhgl durante 6 horas para el

andlisis del fenotipo producido en relacion con la degradacién de NO.

=
=
3

Figura 44. SDS-PAGE gel de la induccién por galactosa de pYES-Bchbl1 en S. cerevisiae.

Los nimeros encima de cada carrera indican el tiempo en horas durante el que se ha
inducido la expresion de la proteina recombinante. LMW es el marcador de proteinas de bajo
peso molecular cuyo tamaiio se indica a la derecha de la figura.
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El andlisis de la degradacion de NO de cultivos de células donde se ha
inducido la expresién de la proteina recombinante de Bcfhgl en el mutante de la
flavohemoglobina de S. cerevisiae (6 horas induccién yhb1(pYES-Bchbl)), mostraba
la recuperacién del fenotipo silvestre en estos cultivos al restaurar la capacidad de
degradar enzimdticamente NO, ya que la curva correspondiente tiene una pendiente
mayor que los controles negativos y una pendiente similar al control positivo. Como
control positivo se utilizé el tipo silvestre de S. cerevisiae, BY4743, el cual permite
valorar la capacidad natural de degradacién enzimética de NO de la levadura. Como
controles negativos se incluyeron el medio de cultivo sin células (Sin Levadura), el
mutante ybhl (yhbl) y el mutante con el vector de expresién sin inducirse (Sin
Induccién yhbl (pYES-Bchbl)). Los experimentos se realizaron con un electrodo de
NO vy las curvas de degradacion de NO se observan en la figura 45. Para cada

muestra se midio la degradacién de 2 uM de NO saturado en agua.

Sin Levadura
§ horas Inducclén yhb1 {pYES-Hchg1)
8in Inducclén yhb1 {pYES-Behgi)

yhb1
Tipo silvastra (BY4743)

Concantraclén da NO (unidades relativas)

12 14 18 18
Tlempo {minutos)

Figura 45. Curvas de degradacién de NO de cultivos de S. cerevisiae.
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El andlisis de la degradacion de 2 uM de NO disuelto en agua por la proteina

recombinante de Bcfhgl se realizd a su vez en lisados proteicos en PBS a los que se

afiadieron 250 uM de NADH. La proteina recombinante mostré el fenotipo de

degradacion de NO y determind la recuperacién del fenotipo silvestre por parte del

mutante de la flavohemoglobina (yhbl). Como control positivo se utilizaron los

lisados proteicos del tipo silvestre de S. cerevisiae, BY4743, que mostraban la

degradacion enzimdtica de NO. Como controles negativos se incluyeron el medio de

cultivo sin células y el mutante yhbl. Los experimentos se realizaron con un

electrodo de NO y las curvas de degradacion de NO se observan en la figura 46.

Concentracién de NO {unidades relativas)

$Sin lisado protelco

6 horas induccién yhb1 (pYES-Behg1)
yhb1

Tipo slivestre (BY4743)

10 12 1=4
Tiempo (minutos)

Figura 46. Curvas de degradacién de NO de lisados proteicos de S. cerevisiae.
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4. ANALISIS FUNCIONAL DE BCFHG1
EN B. CINEREA

4.1. DISENO EXPERIMENTAL

Los experimentos de expresion heter6loga de Bcfhgl en la cepa mutante
yhbl de S. cerevisiae demuestran que la proteina BcFHG1 detoxifica NO. Para
estudiar y caracterizar la funcién o funciones que la proteina pueda desempefiar en la
fisiologia de B. cinerea, en particular en relacién con la capacidad para infectar a la
planta huésped, decidimos aplicar una estrategia basada en la obtencién y
caracterizacidon de mutantes de B. cinerea deficientes en el gen Bcfhgl. Para ello se
disend una estrategia de reemplazamiento en la que la copia genémica del alelo tipo
silvestre del gen Bcfhgl es reeemplazada por una copia de un alelo mutante en la que
la regién codificante del gen ha sido sustituida por una fusién génica que permite la
expresion de un marcador de resistencia a un antibiético (en este caso la higromicina)
en B. cinerea. Para hacer posible el reemplazamiento génico se preparé una
construccién en un pldsmido en la que la fusién génica de resistencia a higromicina
(casette de resistencia) se clona de tal manera que queda flanqueada por las regiones
flanqueantes 5° y 3’ tipo silvestre del gen Bcfhgl. Posteriormente esta construccion
se introduce en B. cinerea mediante transformacion y entre los transformantes
producidos se buscan aquellos en los que el alelo silvestre ha sido reemplazado por el
alelo mutante como consecuencia de un doble evento de recombinacién homoéloga en
las regiones 5’ y 3’ del gen. Obtenidos los mutantes, se procede a su caracterizacion

detallada en comparacidn con la cepa silvestre utilizando las condiciones adecuadas.

4.2. CONSTRUCCION DE TRANSFORMACION

Para la construccién del vector de transformacién en primer lugar se
amplificaron mediante PCR las regiones flanqueantes homoélogas del fragmento a
reemplazar. Los primers FHP1 y FHP2 se utilizaron para amplificar la region

promotora de Bcfhgl, origindndose un fragmento de 1.815 pares de nucleétidos. Los
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primers FHT1 y FHT2 se utilizaron para amplificar la regién terminadora de Bcfhgl
origindndose un fragmento de 2.258 pares de bases. Los fragmentos de PCR se
clonaron en el vector pPGEM-T-Easy.

El fragmento de la regién terminadora clonado en pGEM-T-Easy se digiri6
con las enzimas de restriccion Smal y BamHI y se purificé un fragmento de 2.129
pares de bases. En paralelo el vector pBlueScript SK se digirié con EcoRV y BamHI.
Los dos fragmentos obtenidos se ligaron generdndose el pldsmido pFHI1 de 5.068
pares de bases. El plasmido pFHI se digirié con Hindlll y Kpnl y se purificé un
fragmento de 5.036 pares de bases.

El plasmido pLOB1 de 5.289 pares de bases, el cual contiene el casete que
proporciona resistencia a la higromicina (nimero de acceso Genbank AJ439603
(Kars et al., 2005a)), se digirié con Accl y Hindlll. Un fragmento de 2.620 pares de
bases, el cual contenia el casete de higromicina, se purificé para posteriores
ligaciones.

El fragmento de la regién promotora clonado en pGEM-T-Easy se digiri6 con
las enzimas de restriccion Kpnl y Accl y se purificé un fragmento de 1.439 pares de
bases.

El vector de transformacioén, pAFH, se obtuvo al realizar la ligacién de los
tres fragmentos purificados, fragmento promotor de 1.439 pares de nucleétidos,
fragmento casete higromicina de 2.620 pares de nucledtidos y fragmento terminador
con vector pBluescript KS de 5.036 pares de nucledtidos. El plasmido resultante
tiene un tamafio de 9.095 pares de nucledtidos. Un esquema de la estrategia de
clonaje seguida se puede ver en la figura 47. Se purific6 ADN del plasmido pAFH a
gran escala y se digerié con Xbal para linealizar el pldsmido. Las transformaciones

se llevaron a cabo con el pldsmido linealizado.
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pares de bases

Figura 47. Esquema de la estrategia de construccién del pldmido pAFH utilizado en los
experimentos de transformacion para generar mutantes ABcfhgl.

La figura estd dibujada a la escala indicada usando como unidad nucleétidos de ADN.

4.3. TRANSFORMACION DE B. CINEREA B05.10 CON
PAFH.

Se llevaron a cabo en paralelo dos transformaciones de protoplastos de la
cepa silvestre B05.10 de B. cinerea con el pldsmido pAFH y una transformacién
control sin afiadir ADN. Después de dos dias en incubacion con higromicina se
rescataron transformantes de las placas de transformacion que fueron transferidos a
placas de MEA 70 pg/ml higromicina. Algunos transformantes resultaron ser falsos

positivos ya que fueron incapaces de desarrollarse en el medio selectivo y se
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desecharon. Se seleccionaron finalmente 100 transformantes individuales para
purificar y analizar. Las placas se dejaron incubar hasta que el micelio alcanzo el
borde de la placa Petri. Se transfirieron entonces pequefios 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 nucleos transformados. Finalmente, se extrajo DNA del

micelio aéreo desarrollado en placa para su andlisis y seleccidn.

4.4. ANALISIS GENETICO DE LOS TRANSFORMANTES DE
B. CINEREA BO05.10 OBTENIDOS CON PAFH E
IDENTIFICACION DE MUTANTES ABCFHG].

Todos los transformantes purificados fueron analizados tratando de identificar
cepas portadoras de nicleos derivados de un proceso de doble recombinacion
homologa en las regiones 5° y 3’ flanqueantes de Bcfhgl y que, en la medida de lo
posible, no presentaron, ademads, nucleos portadores del alelo silvestre del gen
Bcfhgl (Fig. 48). Serén estas cepas las que consideremos cepas mutantes ABcfhgl y
las que utilizaremos en todos los anélisis posteriores.

Con este objeto se extrajo ADN genémico de cada cepa transformante
purificada haciendo uso de un método de extraccién rdpida de ADN gendémico a
partir de micelio aéreo recogido directamente de la superficie de la placa de cultivo.
A continuacidn se tratdé de amplificar mediante PCR un fragmento de ADN derivado
de la regién 5° flanqueante con una combinacién de cebadores que permitia su
amplificacién Unicamente si se ha producido un evento de recombinacién homdlogo
en el extremo 5° flanqueante del gen. Los oligonucledtidos utilizados en este caso
fueron el oligo FHPI, localizado inmediatamente aguas arriba del sitio Kpnl del
extremo 5° del fragmento flanqueante clonado en pGEM-P y cuya secuencia de
anillamiento no se encuentra, por lo tanto, en el plasmido pAFH, y el oligo HphAc,
localizado dentro de la region codificante del gen que determina resistencia a
higromicina. Se trat6 de amplificar también un fragmento de ADN derivado de la
region 3’ flanqueante con una combinacién de cebadores que permitiria una

amplificaciéon s6lo en el caso de que se hubiera producido un evento de
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recombinacion homoéloga en el extremo 3’ flanqueante del gen. Los oligonucledtidos
utilizados en este caso fueron el oligonucledtido FHT2, cuya secuencia de
anillamiento se localiza inmediatamente aguas abajo de la secuencia clonada en el
plasmido pFHI1 (por lo tanto no estd presente en el plasmido pAFH) y el oligo
HphBc, localizado dentro de la regién codificante del gen que determina resistencia

de higromicina (Fig. 48).

FHP1 FHP2 FHT1 FHT2
'koni Accl  Smal BamH

b E——
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Hindlll BamHI

I 500 pares de bases

Figura 48. Estrategia de reemplazamiento génico de Bcfhgl mediante un doble evento de
recombinacién homoéloga en las regiones 5° y 3° flanqueantes de la copia gendmica del alelo
silvestre del gen Bcfhgl y del alelo mutante construido artificialmente y clonado en el
plasmido pAFH.

Muchos de los transformantes analizados presentaron la integracion de la
construccion sélo en la regidon 5° o s6lo en la regién 3°. En los transformantes que
presentaron las dos bandas deseadas, se realiz6 una tercera reaccion de PCR con una
pareja de cebadores, FH1A y FH1B, que permitian la amplificacién de un fragmento
de ADN genémico correspondiente a la region codificante de Bcfhgl de 1.162
nucledtidos, eliminada en el alelo mutante clonado en pAFH (Fig. 48).

A partir de los transformantes originales en los que fue posible detectar un
doble evento de recombinacién homologa en los extremos flanqueantes y que no
daban positivo para la presencia del alelo silvestre de Bcfhgl en nuestro andlisis, se
obtuvieron cultivos monosporicos que fueron seleccionados y replicados
posteriormente en medio selectivo. Ambos procedimientos tenian por objeto
garantizar, en la medida de lo posible, la homocariosis de la mutacién ABcfhgl en los
transformantes “candidato” seleccionados. Para comprobar esta situacién se extrajo
ADN genémico de los mismos mediante el procedimiento estdndar (ver seccién de

Materiales y Métodos) y fueron sometidos a una hibridacién tipo Southern realizada
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mediante una digestién con la enzima Clal (Fig. 24). Los resultados se presentan en

la figura 49.

Pstl A a7 a11 B05B16 14 a7 al1 B16 B05 14

Figura 49. Anilisis mediante hibridacion tipo Southern de cuatro transformantes de B.
cinerea candidatos a ser autenticos mutantes ABcfhg]l.

El ADN gendmico de las cuatro cepas candidato, a7, all, B16 e 14, y de la cepa silvestre
B05.10 fue digerido con la enzima Clal. Los filtros resultantes de las electroforesis y
transferencias de los fragmentos derivados de la digestién fueron hibridados con la sonda de
la higromicina, generada mediante PCR con los oligonucleétidos HphA y HphB, y con la
sonda de Bcfhgl, generada mediante PCR con los oligonucleétidos FH1A y FH1B.

En la hibridacién con la sonda de Bcfhgl de la figura 49, se comprueba que
en los transformantes a7, B16 e 14 el alelo silvestre de Bcfhgl no estd presente. En la
cepa all el alelo atn esta presente, ya que presenta una banda de 3.203 nucledtidos:
se trata, por lo tanto, de un heterocarionte portador tanto del alelo silvestre
(Southern) como del alelo mutante (detectado por PCR en el anélisis preliminar). La
hibridacién llevada a cabo con la sonda “higromicina” demuestra que en las cepas a7
y B16 sélo estd presente una copia del gen de higromicina (banda de 4.057
nucledtidos), mientras que en la cepa 14 hay dos copias presentes. A la luz de la
informacion derivada de este andlisis, se seleccionaron para una caracterizacion
detallada posterior las cepas transformantes a7 y B16, en las cuales el alelo mutante

aparece en homocariosis, y se descarta la cepa all, probablemente un heterocarionte
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con el alelo silvestre y con el alelo mutante, y la cepa 14, en la que se detectd, al

menos, una copia adicional del cassette de higromicina integrado ectépicamente.

4.5. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LOS
MUTANTES ABCFHG1

La capacidad de degradar 6xido nitrico por los mutantes ABcfhg1 carentes de
flavohemoglobina se investigd como primer paso de su caracterizacién funcional. Se
midié la degradacién de NO en dos mutantes ABcfhgl (a7, B16), el tipo silvestre y
un control negativo que consistia en el medio de cultivo utilizado con las distintas
cepas analizadas pero sin micelio alguno. Para ello se cultivaron en matraces de 100
ml de medio de cultivo B3, 5x10° esporas por ml de la cepa correspondiente (o en
ausencia de la misma en el control negativo) durante 8 horas a 22 °C en agitacion. Se
extrajo una alicuota de 2 ml a un recipiente con agitacion, se equilibré durante 10
minutos y se afiadieron 2 uM de NO en forma de solucién saturada de NO en agua.
La evolucion de la concentracion de NO se midié con un electrodo de NO y se
registraron los datos obtenidos (Fig. 50).

La curva correspondiente a la muestra control negativo (sin micelio) nos
proporciona informacion sobre la cinética de degradacién no enzimdtica de NO en
las condiciones de cultivo utilizadas.

La curva B05.10 es la curva obtenida en presencia de micelio de la cepa
silvestre B05.10 de B. cinerea. El andlisis de la misma demuestra que B. cinerea
dispone de un sistema activo de detoxificacion de NO, ya que la pendiente de la
curva en este caso es mayor, determindndose una disminuciéon muy rdpida de la
cantidad de NO remanente. El estudio de la pendiente de la curva demuestra que la
cinética de la detoxificacion de NO en la cepa silvestre es lineal hasta practicamente
el agotamiento del NO en el medio de cultivo, lo que permite deducir que el sistema
de detoxificacion de NO de B. cinerea es muy eficaz y que presenta una afinidad
enorme por el sustrato, NO.

Las curvas obtenidas con las dos cepas mutantes deficientes en el gen Bcfhgl,
cepas a7 y B16, son muy similares entre si y muy similares ambas a la curva

obtenida en ausencia de micelio (control negativo). La observacion de que ambos
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mutantes carecen de actividad detoxificadora de NO supone que la eliminacién del
gen Bcfhgl elimina completamente al capacidad enzimdtica de B. cinerea para
detoxificar NO. Cabe deducir, por tanto, que la actividad detoxificadora de NO de la
proteina BcFHG1 es el principal y, probablemente, el tnico mecanismo de
detoxificacion de NO en B. cinerea funcional en las condiciones experimentales
evaluadas en este trabajo. Los mutantes ABcfhg1 estaran, asi, expuestos durante mas
tiempo y a mayores concentraciones de NO que la cepa silvestre.

El experimento que se presenta en la figura 50 ha sido repetido en cinco
ocasiones con nuevos stocks de soluciones, de esporas y de medio de cultivo y
diferentes lotes de membranas en el electrodo de NO, obteniéndose en todos unos

resultados muy similares.

— -+ —— 5in micelio

—  —— B16

— ——— af
BO5.10

Concentracién de NO (unidades relativas)

10 12 14 16 18
Tiempo (minutos)

Figura 50. Degradacion de NO por el tipo silvestre y dos mutantes ABcfhgl (B16y a7).

Los picos de las curvas representan 2 uM de NO que se degrada en el tiempo a diferentes
intensidades.
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4.6. CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LOS
MUTANTES ABCFHG1

Una vez caracterizados bioquimicamente los mutantes, habiendo comprobado
que la eliminacién del gen Bcfhgl elimina la capacidad de B. cinerea para detoxificar
NO, decidimos llevar a cabo una caracterizacion fisiolégica de aquéllos para
determinar las posibles funciones que el propio NO y la detoxificacion de NO juegan
en la fisiologia de B. cinerea. Se analizé la capacidad de crecimiento saprofitico
sobre medios sintéticos, la sensibilidad a condiciones de estrés nitrosativo y de estrés

oxidativo y la capacidad de infectar a la planta huésped.

4.6.1. Analisis de la capacidad de crecimiento saprofitico

La capacidad de crecimiento saprofitico de las cepas ABcfhgl a7 y B16 se
analiz6 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 a los 3, 4 y 5 dias desde el inicio de la inoculaciéon. Como controles se utilizaron
siete cepas diferentes de B. cinerea. Seis de ellas son cepas regenerantes (veEl,
veE2, veE3, veE4, veES y veEl1l) derivadas de protoplastos individuales que han
sido sometidos a los mismos procedimientos y tratamientos experimentales que las
cepas mutantes transformantes ABcfhgl. La séptima cepa es una segunda copia de la
cepa B05.10 utilizada en la transformacion y cedida por el Profesor Paul Tudzynski y
que identificamos como TBO0S5. Todas estas cepas control, tienen el mismo fondo
genético, aunque la dltima no ha sido sometida a los tratamientos caracteristicos del
procedimiento de transformacién. En este estudio se utilizé un medio mds rico,
MEA, y otro mds pobre, B5. Para cada cepa y condicién se sembraron 4 placas. Los
resultados se pueden ver en las figuras 51 y 52. El andlisis estadistico mediante el
modelo lineal general, no mostraba diferencias significativas (p>0,05) en el
crecimiento saprofitico entre los mutantes y los controles en los dos medios de

cultivo utilizados.
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Figura 51. Didmetro medio de las colonias cultivadas en medio MEA.

En el margen derecho se indica en la leyenda las cepas analizadas.
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Figura 52. Diametro medio de las colonias cultivadas en medio B5.

En el margen derecho se indica en la leyenda las cepas analizadas.
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4.6.2. Sensibilidad a estrés nitrosativo y a estrés oxidativo

La sensibilidad a estrés nitrosativo y oxidativo de los mutantes carentes de
actividad de degradacion de NO (B16 y a7) y del control (veE2) se analiz6 en medio
MEA al que se afiadi6, después de ser esterilizado, bien DETA/NO o SNP para
determinar una situaciéon de estrés nitrosativo, bien H,O, para determinar una
situacion de estrés oxidativo. Posteriormente se midi6 el didmetro lineal de la colonia
del hongo inoculado sobre las placas de medio de cultivo como se decribe en la
seccion anterior. Se utiliz6 menadiona, un agente que genera el anidén superéxido,
para proporcionar estrés oxidativo, pero resultd toxica para el hongo a
concentraciones de 500 uM y 250 uM. Concentraciones de 10 mM de H,O, también
resultaron téxicas para el hongo impidiendo la germinacién de esporas.

En un primer experimento se compard la sensibilidad a 0,125 mM de
DETA/NO y 5 mM de H,0, (Fig. 53). El andlisis estadistico utilizado para procesar
los datos generados fue el modelo lineal general y se utilizé el andlisis Post-hoc tipo
Tukey. El tratamiento con 0,125 mM de DETA/NO determina un comportamiento
similar en las dos cepas mutantes, a7 y B16, las cuales muestran una reduccion
significativa en su crecimiento respecto al control (un 3,9 % a los 3 dias (tabla 5), 3,4
% a los 4 dias (tabla 6), 2,2 % a los 5 dias (tabla 7)). De hecho, ambas cepas son
agrupadas mediante el andlisis post-hoc tipo Tukey. La sensibilidad de los mutantes
disminuye claramente en el tiempo. La recta de regresion del crecimiento en el
tiempo diferencia claramente a los mutantes con el control en presencia de
DETA/NO segtin se aprecia en la figura 54. En el caso del tratamiento con 5 mM de
H,0; no se observan diferencias significativas entre el control y los mutantes. Sin
embargo, los mutantes presentan una tendencia comin a mostrar un crecimiento

mayor (tablas 8, 9y 10).
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Figura 53. Crecimiento radial de los mutantes ABcfhgl (B16 y a7) y del control veE2 en el
medio de cultivo MEA suplementado con 0,125 DETA/NO 6 5 mM H,O0,.

Los datos representados corresponden a las medias aritméticas del didmetro de las colonias
fungicas en los tiempos y condiciones indicados. Las barras de error representan la
desviacidn estandar.

Tabla 5. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 3 dias en placas de
MEA con 0,125 mM DETA/NO. Didmetro medio en cm.

Subconjunto
cepa N 1 2
a7 8 2,9250
B16 8 2,9375
veE2 8 3,0500
Significaciéon ,926 1,000
DHS de Tukey

Tabla 6. Anilisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 4 dias en placas de
MEA con 0,125 mM DETA/NO. Diametro medio en cm.

Subconjunto
cepa N 1 2
B16 8 5,1500
a7 8 5,1875
veE2 8 5,3500
Significacion , 787 1,000
DHS de Tukey

Tabla 7. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 5 dias en placas de
MEA con 0,125 mM DETA/NO. Diametro medio en cm.

Subconjunto
cepa N 1 2
B16 8 7,9625
a7 8 8,0125
veE2 8 8,1875
Significacion ,682 1,000
DHS de Tukey
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Tabla 8. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 3 dias en placas de
MEA con 5 mM H,0,. Didmetro medio en cm.

Subconjunto
cepa N 1 2
veE2 8 1,8625
a7 8 1,9000
B16 8 2,0125
Significacion ,488 1,000
DHS de Tukey

Tabla 9. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 4 dias en placas de
MEA con 5 mM H,0,. Didmetro medio en cm.

Subconjunto
cepa N 1 2
veE2 8 3,3500
a7 8 3,4500 3,4500
B16 8 3,56250
Significacion ,119 ,286
DHS de Tukey

Tabla 10. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 5 dias en placas de
MEA con 5 mM H,0,. Diametro medio en cm.

& a7
m B16
—a—veE2

Subconjunto
cepa N 1
veE2 8 5,2875
a7 8 5,4000
B16 8 5,4250
Significacién ,104
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Figura 54. Crecimiento radial de ABcfhgl (a7 y B16) y control (veE2) en el medio de

cultivo MEA suplementado con 0,125 mM DETA/NO.
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A la vista de los resultados del experimento anterior, se disefié un segundo
experimento donde se optimizaron las condiciones de exposicién a estrés nitrosativo
y oxidativo. Respecto al estrés nitrosativo, se decidié incrementar las cantidades de
NO aportadas usando el donador SNP a concentraciones de 0,5 y 1 mM debido a que
presenta una buena liberacion de NO y se hace mds conveniente su uso a
concentraciones elevadas y en grandes cantidades de medio. Debido a que en el
experimento anterior 10 mM de H,O, result6 téxico y 5 mM de H,O, parece reducir
drasticamente el crecimiento afectando profundamente al metabolismo del hongo, se
decidi6 optar por una concentracién menor de H,O,, 2,5 mM.

Para tener una mejor idea de la sensibilidad de B. cinerea respecto a otros
hongos bajo estrés nitrosativo y oxidativo, se compararon los mutantes de B. cinerea
de la flavohemoglobina (a7 y B16) y el control (veE2), con F. oxysporum f. sp.
phaseoli (Spl) y P. blakesleeanus (C141B). El disefio experimental utilizado fue
idéntico al descrito en el experimento anterior. Las medias aritméticas con sus
respectivas desviaciones estindar de los didmetros de colonias a los 3, 4 y 5 dias de
incubacién se muestran en la figura 55. Posteriormente se realizé el andlisis post-hot
de Tukey por medio del modelo lineal general para agrupar las cepas en funcién de
las diferencias de crecimiento.

El medio control (MEA), no mostraba diferencias entre las cepas mutantes y
la cepa control a los 3 dias (tabla 11) y a los 4 dias (tabla 12) de incubacion. Sin
embargo, a los 5 dias de incubacion la cepa B16 crecia significativamente menos que
la cepa mutante a7 y que la cepa control (tabla 13). No obstante la diferencia fue de
s6lo un 0,8 %, por lo que se puede considerar un crecimiento similar en los dos
mutantes y en el control.

Cuando las cepas fueron sometidas a estrés nitrosativo mediante SNP, los
mutantes ABcfhgl mostraban una reduccién estadisticamente significativa en el
crecimiento respecto al control (veE2). Por el contrario, este andlisis muestra un
incremento estadisticamente significativo en el crecimiento de los mutantes ABcfhg1
respecto al control cuando se somete las muestras a estrés oxidativo proporcionado

por 2,5 mM H,0,.
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mveE2 mB16 ma7 M Fusarium M Phycomyces

Diametro colonias (cm)
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Figura 55. Crecimiento radial de ABcfhgl (B16 y a7), control veE2, F. oxysporum 'y P.
blakesleeanus en el medio de cultivo MEA y MEA suplementado con 0,5 mM SNP, 1 mM
SNP o 2,5 mM Hzoz.

Los datos representados corresponden a las medias aritméticas del didmetro de las colonias
fingicas en los tiempos y condiciones indicados. Las barras de error representan la
desviacion estandar.

Los mutantes ABcfhgl se agrupaban significativamente en un grupo respecto
al control en medio MEA suplementado con 0,5 mM de SNP, reduciendo su
crecimiento en un 16,1 % a los 3 dias de incubacién (tabla 14), en un 14,1 % a los 4
dias de incubacioén (tabla 15) y en un 10 % a los 5 dias de incubacién (tabla 16).

Cuando el medio MEA era suplementado con 1 mM SNP surgian diferencias
entre los dos mutantes, aunque los dos presentaban una mayor sensibilidad al NO
respecto al control (veE2). A los 3 dias de incubacién a7 y B16 reducian su
crecimiento respecto al control en un 37,5 % y 14,8 % (tabla 17), a los 4 dias en un
29,4 % y 15,8 % (tabla 18) y a los 5 dias en un 23,2 % y 12,3 % (tabla 19)
respectivamente. El mutante a7 presentaba una sensibilidad al NO mayor
estadisticamente significativa respecto al mutante B16 cuando era expuesto a altas
concentraciones de NO (1 mM SNP). Sin embargo, el crecimiento de B16 no era
afectado al aumentar la concentraciéon de NO desde 0,5 mM SNP a 1 mM SNP. Las

diferencias encontradas entre los dos mutantes pueden ser debidas a diferencias
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fisiol6gicas entre ambos mutantes que se hacen apreciables al incrementar el estrés
nitrosativo. Cabe destacar que en ambos mutantes el crecimiento se reduce con el
estrés nitrosativo respecto al control. El crecimiento del control en las dos
condiciones de crecimiento con NO era similar y desde luego inferior que en
ausencia de NO (Fig. 55).

Al someter los mutantes a estrés oxidativo proporcionado por 2,5 mM de
peréxido de hidrégeno, éstos se agrupaban en un grupo con un incremento de
crecimiento del 5,3 % a los 3 dias de incubacién (tabla 20) y 5,6 % a los 4 dias (tabla
21) respecto al control (veE2). A los 5 dias de incubacién el crecimiento aumentaba
enun 3,9 % para B16y 5,9 % para a7 (tabla 22).

Al comparar la sensibilidad al estrés nitrosativo y oxidativo de B. cinerea
respecto al de F. oxysporum'y P. blaskesleeanus (Fig. 55) se observan diferencias en
el crecimiento respecto a los tratamientos. Botrytis muestra una mayor resistencia a
2,5 mM H,0, que Fusarium, que reduce considerablemente su crecimiento y que
Phycomyces, que es incapaz de germinar. Respecto al estrés nitrosativo, los tres
hongos reducen su crecimiento, aunque Fusarium se muestra mas resistente al NO
que B. cinerea y que Phycomyces al reducir su crecimiento de forma mas moderada

cuando es expuesto tanto a 0,5 como a 1| mM de SNP.

Tabla 11. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 3 dias en placas de
MEA. Didmetro medio en cm.

N Subconjunto
Cepa
1 1
B16 8 3,5125
a7 8 3,5625
veE2 8 3,6000
Significacion 0,358
DHS de Tukey

Tabla 12. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 4 dias en placas de
MEA. Didmetro medio en cm.

Cepa N Subconjunto
1 1
B16 8 5,7500
a7 8 5,8500
veE2 8 5,8750
Significacion 0,112
DHS de Tukey
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Tabla 13. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 5 dias en placas de

MEA. Diametro medio en cm.

N Subconjunto
Cepa
1 2 1
B16 8 8,3500
veE2 8 8,4250
a7 8 8,4375
Significacion 1,000 0,875
DHS de Tukey

Tabla 14. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 3 dias en placas de

MEA 0,5 mM SNP. Diametro medio en cm.

N Subconjunto
Cepa
1 2 1
B16 8 2,3250
a7 8 2,4125
veE2 8 2,8250
Significacion 0,194 1,000
DHS de Tukey

Tabla 15. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 4 dias en placas de

MEA 0,5 mM SNP. Diametro medio en cm.

Cepa N Subconjunto
1 2 1
a7 8 4,3500
B16 8 4,3625
veE2 8 5,0750
Significacion 0,980 1,000
DHS de Tukey

Tabla 16. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 5 dias en placas de

MEA 0,5 mM SNP. Diametro medio en cm.

Cepa N Subconjunto
1 2 1
a7 8 7,0125
B16 8 7,0750
veE2 8 7,8250
Significacion ,576 1,000
DHS de Tukey

Tabla 17. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 3 dias en placas de

MEA 1 mM SNP. Diametro medio en cm.

N Subconjunto
Cepa
1 2 3 1
a7 8 1,6875
B16 8 2,3000
veE2 8 2,7000
Significacion 1,000 1,000 1,000

DHS de Tukey
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Tabla 18. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 4 dias en placas de
MEA 1 mM SNP. Didmetro medio en cm.

N Subconjunto
Cepa
1 2 3 1
a7 8 3,5125
B16 8 4,1875
veE2 8 4,9750
Significacion 1,000 1,000 1,000
DHS de Tukey

Tabla 19. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 5 dias en placas de
MEA 1 mM SNP. Didmetro medio en cm.

Cepa N Subconjunto
1 2 3 1
a7 8 5,9125
B16 8 6,7500
veE2 8 7,7000
Significacion 1,000 1,000 1,000
DHS de Tukey

Tabla 20. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 3 dias en placas de

MEA 2,5 mM H,0,. Diametro medio en cm.

Cepa N Subconjunto
1 2 1
veE2 8 2,3375
B16 8 2,4625
a7 8 2,4625
Significacion 1,000 1,000
DHS de Tukey

Tabla 21. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 4 dias en placas de

MEA 2,5 mM H,0,. Didmetro medio en cm.

N Subconjunto
Cepa
1 2 1
veE2 8 4,1250
B16 8 4,3375
a7 8 4,3750
Significacion 1,000 0,685
DHS de Tukey

Tabla 22. Andlisis post-hoc del crecimiento de esporas incubadas durante 5 dias en placas de

MEA 2,5 mM H,0,. Diametro medio en cm.

N Subconjunto
Cepa
1 2 3 1
veE2 8 6,3875
B16 8 6,6375
a7 8 6,7625
Significacion 1,000 1,000 1,000
DHS de Tukey
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4.6.3. Analisis de la agresividad sobre la planta huesped

Las cepas mutantes ABcfhgl (a7 y B16) no muestran diferencias en su
capacidad de crecimiento saprofitico en relaciéon con las cepas utilizadas como
control, como demuestran los resultados descritos en la seccion 4.6.1. Siendo asi, si
las cepas mutantes manifestaran alguna diferencia con las cepas control en relacién
con su capacidad para infectar a la planta huésped, estas diferencias podrian ser
adscritas a una alteracién en caracteristicas fisiologicas implicadas directamente en
patogenicidad. El gen alterado en los mutantes correspondientes podria ser
considerado, con todo sentido, un factor de patogenicidad. Para analizar la
agresividad de las cepas mutantes ABcfhgl (a7 y B16) y de las cepas control (TBOS,
veEl, veE2, veE3, veE4, veES y veEll), se realizaron una serie de ensayos de
infeccidn sobre hojas de tomate, tabaco, Arabidopsis y vid. El sistema de inoculacién
en condiciones controladas que manejamos en el laboratorio utiliza hojas de tomate y
permite generar resultados altamente reproducibles. Ademas, la informacion que se
obtiene sobre tomate resulta orientativa sobre el comportamiento general de B.
cinerea sobre otros huéspedes para los que el sistema de inoculacién no produce
resultados tan claros.

Sobre tomate 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 h.p.i., entendiendo por lesion dispersiva aquélla que presenta un
didmetro de lesién en el momento de la evaluacién superior al de la gotita de
inoculacién. En segundo lugar se analizé la capacidad de maceracién y de
colonizacién del tejido infectado estimando el didmetro medio de lesion dispersiva a
las 72 h.p.i.

Todas las gotitas de inoculacién depositadas sobre hojas de tomate, tanto de
las cepas control como de las cepas mutantes, generaron lesiones dispersivas a las 72
h.p.i. Por tanto, las cepas mutantes mostraron la misma eficiencia de penetracion,
100%, que la cepa silvestre control.

Se valord entonces el didmetro de todas las lesiones dispersivas producidas a
las 72 h.p.i., no observandose diferencias significativas en el didmetro de las lesiones
dispersivas entre los mutantes ABcfhgl y las cepas control. Asi se deduce de los

datos recogidos y representados en la figura 56, correspondientes a un experimento
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de inoculacion particular. Se realizaron cuatro repeticiones idénticas del experimento
de inoculacién con resultados muy similares, aunque para la descripcion estadistica
presentamos uUnicamente los resultados obtenidos en uno, ya que debido a la gran
variabilidad que tiene este tipo de experimentos no es posible comparar
cuantitativamente datos de diferentes experimentos. Por cada experimento, se
realizaron, al menos, tres repeticiones de cada muestra en diferentes foliolos, cada
una con 5 repeticiones de la inoculacién. El andlisis post-hoc mostraba que todas las
cepas se agrupaban en un Unico grupo cuando no se incluia la cepa control veEl1, la
cual fue descartada por representar el control més extremo (tabla 23). La figura 57
presenta imdgenes representativas derivadas de uno de los experimentos de
inoculacién sobre tomate que hacen posible la comparacién de la capacidad de
infeccién de las cepas mutantes y de las cepas control, no aprecidndose diferencias
en la infeccion entre las cepas comparadas.

Se llevé a cabo el mismo tipo de valoracion de la patogenicidad de las
distintas cepas analizadas sobre hojas de tabaco para comprobar si el fenotipo
observado era el mismo en un segundo huésped. Aunque sobre tabaco es mas dificil
obtener resultados absolutamente reproducibles con nuestro sistema de inoculacién y
generar un nimero elevado de datos, a pesar de que las lesiones dispersivas no son
tan claras como en tomate la agresividad de las cepas mutantes a7 y B16 parece ser
muy similar a la de las cepas control veE1l y veE2, tal y como puede comprobarse en
la figura 58. Este experimento nos demuestra que la ausencia de fenotipo (no
alteracion de la patogenicidad en las cepas mutantes) no es debido a un efecto
producido por el huésped.

También se realizaron experimentos sobre hojas de Arabidopsis (Fig. 59) con
resultados similares a los producidos sobre tomate y tabaco. Sin embargo, debido a
las particularidades de Arabidopsis, tales como la limitacién que impone el menor
tamafio y superficie de las hojas o la variabilidad en el estado fisioldgico de las hojas,
las infecciones no son tan evidentes y resulta mucho mads dificil su andlisis y
cuantificaciéon. No obstante, visualmente no fue posible observar diferencias
evidentes entre las cepas mutantes y las cepas control en cuanto a su patogenicidad.

Arabidopsis presenta una ventaja muy importante cuando se considera su

utilizacién como herramienta de trabajo y es que se dispone de una genética muy
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desarrollada en este sistema y de una numerosisima coleccién de mutantes. En el
caso que nos ocupa nos parecio particularmente interesante valorar la capacidad de
infeccion de las cepas ABcfhgl y de las cepas control sobre un mutante Atnosl
(Atnoal (Crawford et al., 2006)), cuya produccién de NO esta reducida en un 80 %
(Zeidler et al., 2004). Tampoco en este caso fue posible detectar visualmente
diferencias en la capacidad de infectar al huésped entre los mutantes ABcfhgl y las
cepas control (Fig. 60).

Finalmente, decidimos llevar a cabo una primera serie de experimentos de
inoculacién sobre hojas de vid. En este caso utilizamos hojas de la variedad
Tempranillo y hojas de la variedad Verdejo facilitadas por los responsables del
programa de seleccion clonal de la vid del Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla
y Leén (ITACyL). Estos experimentos de inoculacién se llevaron a cabo al final de la
campaia del afio 2007. Desafortunadamente, los materiales cedidos en esta ocasion
mostraron serios problemas de persistencia de los agentes utilizados en tratamientos
fitosanitarios llevados a cabo en el centro y que fueron puestos en nuestro
conocimiento una vez realizadas las inoculaciones. Los resultados obtenidos fueron
tremendamente irregulares y erraticos, no permitiendo sacar conclusién alguna, razén
por la cual no se discuten en esta memoria de Tesis Doctoral. Es intencién de nuestro
grupo de trabajo llevar a cabo una nueva serie de inoculaciones durante la campaiia

2008.
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Figura 56. Didmetro de la lesion producida por B. cinerea en hojas de tomate.

Para cada muestra se expresa la media y la desviacion estandar del didmetro de las lesiones
producidas.

Tabla 23. Andlisis post-hoc del didmetro de la lesién producida por B. cinerea en hojas de
tomate. Didmetro lesiones en mm.

N Subconjunto
Cepa
1 1
B16 60 8,8667
veE3 15 8,9333
veE2 15 10,3333
TBO05 25 10,4000
veE4 15 10,4000
a7 60 10,4000
veE1 15 10,7333
veE5 15 10,7333
Significacion 0,115
DHS de Tukey
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B16

Figura 57. Ensayo de infeccion sobre hojas de tomate a los 3 dias post-inoculacién.
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Figura 58. Ensayo de infeccién sobre hoja de tabaco a los 3 dias post-inoculacién.

Figura 59. Ensayo de infeccién sobre hojas de Arabidopsis thaliana col-0 (tipo silvestre) a
los 6 dias post-inoculacion.

Figura 60. Ensayo de infeccion sobre hojas de Arabidopsis thaliana AAtnos1 a los 6 dias
post-inoculacién.
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5. PRODUCCION DE NO EN B. CINEREA

5.1 DETECCION DE LA PRODUCCION DE NO EN B.
CINEREA CON EL ELECTRODO DE NO

La caracterizaciéon bioquimica de los mutantes ABcfhgl descrita en la
seccion 4.5. y basada en el estudio de la cinética de detoxificacion de NO exdgeno
por parte de cultivos de esporas de B. cinerea en cultivo liquido permitieron
demostrar que las dos cepas analizadas alteradas en el gen codificador de la enzima
flavohemoglobina de B. cinerea son incapaces de detoxificar NO. Estos
experimentos se llevaron a cabo rutinariamente utilizando cultivos de B. cinerea
incubados durante 8 horas en medio B5 y en agitacién vigorosa. La cantidad de NO
presente en el cultivo en cada momento desde su adicién fue detectada y registrada
con ayuda de un electrodo de NO. En este momento, 8 horas después de la
inoculacién, practicamente todas las esporas ya han germinado dando lugar a tubos
germinativos que estan desarrollandose y ramificindose de forma muy activa.

Durante la caracterizacion de la cepa B16, y de manera excepcional,
decidimos incluir en algunos de los experimentos la determinacién de la capacidad
de detoxificar NO de micelio maduro, cultivado durante 16 horas desde el momento
de la inoculacién del medio liquido. Los resultados obtenidos en un experimento de
este tipo, siguiendo exactamente los mismos procedimientos experimentales
utilizados en los experimentos anteriores, se presentan en la figura 61. Se comprueba
que el comportamiento de la cepa silvestre, del control negativo (ausencia de
micelio) y de la cepa B16 a las 8 horas de cultivo, son los observados en los
experimentos previos. Sin embargo, el comportamiento de la cepa B16 cuando se
utiliza micelio cultivado durante 16 horas resulta totalmente inesperado. En este
caso, lejos de observarse una curva de acumulacion (deteccién) de NO indicativa de
detoxificaciéon de NO similar a la producida en ausencia de micelio (no enzimadtica) y
caracteristica, como hemos comprobado en los experimentos previos, de las cepas
mutantes ABcfhgl cuando se utiliza micelio cultivado durante 8 horas (ver Fig. 61 en
esta seccion y Fig. 50 en la seccion 4.5.), se observa una curva de deteccion de NO

caracterizada por una pendiente menor que en ausencia de micelio. Estos resultados
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experimentales sugieren que la exposicion a NO exdgeno (en las concentraciones de
trabajo utilizadas en este estudio) de micelio cultivado durante 16 horas induce en el
microorganismo la produccién de NO, lo que supone que B. cinerea debe disponer

de un sistema activo de produccién de NO.

—— - —— Sinmicallo

—— —— Bi68horas

— — — — B16 18 horas
B05.10 & horas

Concentracidén de NO {unidades relativas)

10 12 14 16 18
Tlempo (minutos)

Figura 61. Induccidn de la produccién de NO mediante NO en el mutante ABcfhgl (B16).

Estos resultados han sido reproducidos de manera consistente en
repeticiones posteriores llevadas a cabo tanto con la cepa B16 como con la cepa a7.
Para comprobar si este fendmeno es caracteristico tinicamente de las cepas mutantes
ABcfhgl, consecuencia quizds de la mutacién introducida, o si se trata de un
fendmeno general que también se produce en la cepa silvestre, se llevd a cabo un
experimento similar utilizando micelio derivado de la cepa silvestre B05.10. En este
caso decidimos evaluar la curva de detecciéon de NO en medio de cultivo liquido B5
después de afiadir 2 uM de NO trabajando con micelios cultivados durante periodos

de tiempo variables (12, 14, 16, 17 y 20 horas) antes de la exposiciéon a NO. Los

176



Resultados

resultados obtenidos se presentan en la Figura 62. Se comprueba que el micelio de la
cepa silvestre cultivado durante 12 y durante 14 horas en este medio de cultivo antes
de la exposicion a NO exdgeno presenta actividad de detoxificacion de NO,
generandose curvas de deteccion de NO en estas condiciones similares a las
observadas en experimentos previos (Fig. 50). Con micelio cultivado durante 16
horas la situacion cambia: ahora la pendiente de la curva de deteccion de NO es
menor que la pendiente de la curva caracteristica generada en ausencia de micelio.
Por lo tanto, parece ser que la cepa silvestre muestra el mismo comportamiento que
las cepas mutantes, siendo capaz de producir por si misma NO de manera inducible
por exposiciéon a NO exdgeno. Un efecto similar, aunque de mayor magnitud, se
observé cuando se utilizaron micelios incubados durante periodos de tiempo mas
prologados (17 y 20 horas) antes de la exposiciéon a NO exdgeno. Es interesante
destacar que, dentro de los limites temporales considerados en este andlisis, parece
ser que los micelios mds maduros responden a la exposicion a NO exdgeno
produciendo niveles superiores de NO, ya que las pendientes de las curvas
correspondientes van siendo menores y se detectan mayores niveles de NO a tiempos
mas tardios.

Para comprobar que la sefial detectada en estos experimentos no es un
artefacto derivado del mal funcionamiento del electrodo de NO se utilizé el
escavenger de NO c¢-PTIO. Esta comprobacién se llevé a cabo con la muestra de
micelio cultivada durante 20 horas antes de realizar la exposicion a NO afiadiendo a
los 2 ml de cultivo en los que se llevan a cabo las mediciones con el electrodo de NO
2 pl de una solucién 50 mM para determinar una concentracion final del escavenger
de 50 uM. Como se comprueba en la Fig 62, la sefial detectada es especifica de NO,

ya que ésta desaparece en cuanto se anade c-PTIO.
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Figura 62. Induccién de la producciéon de NO mediante NO en la cepa B05.10.

La flecha indica el punto donde se administraron 2 pl de 50 mM c-PTIO hasta una
concentracion final de 50 uM.

5.2. DETECCION DE LA PRODUCCION DE NO EN B.
CINEREA MEDIANTE TINCION CON DAF-2DA.

En el apartado anterior hemos demostrado que la produccién de NO esta
inducida por NO exdgeno en determinados estados fisioldgicos del hongo. Sin
embargo, estas mediciones no nos aportan informacién sobre la produccion basal de
NO, su cambio a lo largo del tiempo o la localizacién de la produccion de NO.
Asimismo, los experimentos se realizaron en condiciones in vitro, aportindonos
solamente una aproximacion de lo que sucederia durante la infeccién de la planta por
B. cinerea.

Para responder a los dos problemas planteados, se disefié una estrategia de
deteccién de NO en tejidos bioldgicos por medio de microscopia mediante tinciones
con DAF-2DA. Este compuesto es capaz de reaccionar selectivamente con el NO
para producir el compuesto fluororescente DAF-2T, el cual se puede detectar

mediante un microscopia de fluorescencia o mediante microscopia cofocal.
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5.2.1. Cultivo in vitro

La localizacion de NO en micelio a lo largo de diferentes estados fisioldgicos
fue estudiada mediante tincién con DAF-2DA de cultivos de conidios de B. cinerea.
Se utilizé un microscopio de fluorescencia con filtro de la GFP para la deteccién de
la sefial correspondiente a la reaccién con NO. Todas las incubaciones se realizaron
en medio BS5 salvo a las 12 horas de incubacién que se realiz6 en extracto de malta
(ME).

Se detecta una produccién basal de NO a lo largo de todo su desarrollo
bioldgico desde esporas recién germinadas (4 horas de incubacidn, Fig. 63) hasta las
20 horas de incubacién (Fig. 70) pasando por las 8, 10 y 12 horas de incubacién (Fig.
65, 67 y 68). Esta producciéon de NO cubre por completo las esporas recién
germinadas y/o micelios, aunque s6lo un porcentaje inferior al 50 % de las esporas
germinadas y/o micelios presentan esta produccién de NO.

Se realizaron los controles pertinentes para demostrar que la fluorescencia
observada es debida a la reaccién del NO con DAF-2DA y que, por lo tanto, se
puede asumir que la presencia de fluorescencia supone la existencia de NO. El
compuesto c-PTIO es capaz de secuestrar NO activamente hasta no dejar NO en el
medio o agotar su capacidad de reaccién con NO. De este modo, se elimina el NO
del medio y, por tanto, se impide la reaccién de NO con DAF-2DA y su consecuente
fluorescencia. Los controles realizados incubando con c-PTIO antes de la tincién con
DAF-2DA, no mostraron sefial de fluorescencia y, por tanto, presencia de NO,
demostrando que la fluorescencia obtenida se debe a NO (Fig. 64 y 66).

El andlisis de la produccién de NO en los diferentes estados de desarrollo del
hongo se llevd a cabo en la cepa tipo silvestre B05.10. También se analizé la
produccion de NO en la cepa B16 (Fig. 69), observandose una produccién de NO
similar a la de la cepa tipo silvestre B05.10, a pesar que este mutante no es capaz de
degradar enzimaticamente NO.

Alrededor de esporas germinadas y de micelio en desarrollo se observa una
fluorescencia debida a la reaccién de DAF-2DA con NO (Fig. 63, 65 y 70). Parece,
por tanto, que el hongo estd excretando NO a su medio cercano a parte del que, en
algunos casos, produce internamente. Son de destacar las manchas negras que

resaltan de las figuras 63 y 65 correspondientes a conidios recién germinados donde
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no se presenta produccién interna de NO. Curiosamente, la fluorescencia alrededor

del hongo no es observada a las 10 y 12 horas de incubacién (Fig. 67, 68 y 69).

#
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Figura 63. Tincién DAF-2DA de esporas incubadas durante 4 horas en B5.

La Imagen de fluorescencia estd situada a la izquierda y la correspondiente imagen en el
espectro visible a la derecha.

Figura 64. Control c-PTIO de la tincién DAF-2DA de esporas incubadas durante 4 horas en
BS.

La Imagen de fluorescencia estd situada a la izquierda y la correspondiente imagen en el
espectro visible a la derecha.
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Figura 65. Tinciéon DAF-2DA de esporas incubadas durante 8 horas en BS5.

Figura 66. Control c-PTIO de la tincién DAF-2DA de esporas incubadas durante 8 horas en
BS.

La Imagen de fluorescencia estd situada a la izquierda y la correspondiente imagen en el
espectro visible a la derecha.
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Figura 67. Tincién DAF-2DA de esporas incubadas durante 10 horas en B5.

La Imagen de fluorescencia estd situada a la izquierda y la correspondiente imagen en el
espectro visible a la derecha.
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Figura 68. Tinciéon DAF-2DA de esporas incubadas durante 12 horas en ME.

La Imagen de fluorescencia estd situada a la izquierda y la correspondiente imagen en el
espectro visible a la derecha.

Figura 69. Tincién DAF-2DA de esporas incubadas durante 12 horas en ME del mutante
ABcfhgl (B16).

La Imagen de fluorescencia estd situada a la izquierda y la correspondiente imagen en el
espectro visible a la derecha.

Figura 70. Tincién DAF-2DA de esporas incubadas durante 20 horas en B5.

La Imagen de fluorescencia estd situada a la izquierda y la correspondiente imagen en el
espectro visible a la derecha.
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5.1.2. Infeccion in planta

El andlisis de la produccién de NO de B. cinerea en la planta huésped es
importante para entender la produccién de NO inducida con NO exdgeno observada
en el apartado 5.1. en un sistema real donde el hongo estd expuesto al NO exdgeno
producido por la planta. Asimismo, ya que nuestro trabajo se centra en la interaccion
fitopatogénica del hongo, es imprescindible el estudio de la produccion de NO

durante la infeccién de B. cinerea en la planta.

5.1.2.1. INFECCION EN TOMATE

Durante la infeccidn de B. cinerea cepa B05.10 en tomate a las 15, 24 y 48
h.p.i. se observa fluorescencia a lo largo de las hifas del hongo (Fig. 71, 73 y 75). Por
tanto, el hongo estd produciendo sistemdticamente NO durante la infeccién de la
planta en una cantidad mucho mayor a la que produce la planta. Sin embargo, a las
72 horas de incubacion la fluorescencia producida por la reaccion de DAF-2DA con
NO no fue detectada (Fig. 77). Se realizaron los controles pertinentes con c-PTIO a
las 15, 24 y 48 h.p.i. (Fig. 72, 74 y 76) en los que no se observo fluorescencia debida
a la reaccion con DAF-2DA. A las 48 h.p.i se observé la mayor produccién de NO,
pudiéndose ver mas fotos a este tiempo en los apéndices.

En todas las imdgenes se ha eliminado el fondo producido por sustancias
fluorescentes como la clorofila o los fenoles producidos durante la muerte celular
vegetal enviando su sefial al canal rojo de la imagen. De esta forma, podemos
distinguir la sefial real del DAF-2T de otras sefales de compuestos de la planta que

causan interferencias y falsos positivos.
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40.00 pm e
20.00 pm

Figura 71. Tincién DAF-2DA a las 15 h.p.i. en hojas de tomate.

80.00 ym 80.00 pm

Figura 72. Control c-PTIO de la tincién DAF-2DA alas 15 h.p.i. en hojas de tomate.

20.00 pm

80.00 ym

Figura 73. Tincién DAF-2DA a las 24 h.p.i. en hojas de tomate.
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80.00 pm

Figura 74. Control c-PTIO de la tincién DAF-2DA a las 24 h.p.i. en hojas de tomate.

e, 40.00 ym
80.00 pm

Figura 75. Tinciéon DAF-2DA a las 48 h.p.i. en hojas de tomate.

80.00 pm 80.00 pm

Figura 76. Control c-PTIO de la tincién DAF-2DA a las 48 h.p.i. en hojas de tomate.
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80.00 pm 40.00 pm

Figura 77. Tincién DAF-2DA alas 72 h.p.i. en hojas de tomate.

5.1.2.1. INFECCION EN TABACO

Para demostrar que la produccién de NO observada en el apartado anterior no
se debia a particularidades de la interaccion de B. cinera con tomate, se analizo el
NO producido durante la infeccién en tabaco. Se utilizé la misma metodologia que
en tomate, la cual estd descrita en el apartado de Materiales y Métodos y se observo
el NO producido a lo largo del tiempo.

En tabaco se detecta produccién de NO durante la infeccion de B. cinerea
cepa B05.10. Visiblemente, el micelio a 20 h.p.i. produce grandes cantidades de NO,
como se ve en la figura 78 y en los apéndices. A las 28, 48 y 75 h.p.i. la produccion
de NO por parte del hongo disminuye y se aprecia una produccién de NO en células
vegetales (Fig. 79, 81 y 83). Los patrones en los que se presenta la produccién de NO
son similares a los de tomate, aunque en tabaco el pico de produccién de NO parece
adelantarse un dia y no se observa la reduccién en la producciéon de NO a los 3 dias.
Este cambio en la cantidad de NO producida en cada tiempo de incubacién parece
que es debida al cambio que supone la diferencia de huésped.

En este experimento, los controles con el secuestrador de c-PTIO en
presencia de DAF-2DA, no mostraron fluorescencia en el mismo canal que emite el

DAF-2T (Fig. 80, 82 y 84) y por tanto se confirman las observaciones realizadas.
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»

© 80.00 pm . §
4.00 um

Figura 78. Tinciéon DAF-2DA a las 20 h.p.i. en hojas de tabaco.

80.00 ym 20.00 pm

Figura 79. Tinciéon DAF-2DA a las 28 h.p.i. en hojas de tabaco.

Figura 80. Control c-PTIO de la tincién DAF-2DA a las 28 h.p.i. en hojas de tabaco.
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§0.00 )
B 16.00 pm

Figura 81. Tincién DAF-2DA a las 48 h.p.i. en hojas de tabaco.

80.00 pm

Figura 82. Control c-PTIO de la tincion DAF-2DA a las 48 h.p.i. en hojas de tabaco.

*

. 20.00 pm

-

Figura 83. Tincién DAF-2DA a las 75 h.p.i. en hojas de tabaco.
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80.00 ym 20.00 pm

Figura 84. Control c-PTIO de la tincién DAF-2DA a las 75 h.p.i. en hojas de tabaco.

5.1.2.1. INFECCION EN ARABIDOPSIS

El efecto de la diferencia en la cantidad de NO producido en un determinado
tiempo después de la inoculacién entre los diferentes huéspedes se confirmd con las
observaciones realizadas en A. thaliana. En este huésped la infeccion no es tan rapida
como en los anteriores y por ello las mediciones de la produccion de NO se
realizaron a tiempos de incubacién maés largos.

La cepa Col-0 de Arabidopsis fue infectada con esporas de B. cinerea cepa
B05.10. A las 72 h.p.i. se aprecia una gran produccién de NO por el hongo y las
células vegetales (Fig. 85 y Apéndices). En los huéspedes anteriores no se observa
una produccién tan importante de NO en tiempos tan tardios como en Arabidopsis.
Este fenémeno podria ser debido al retraso que sistemdticamente se observa en la
infeccidn de Arabidopsis respecto a los otros huéspedes que a su vez explicaria que
en tabaco se presente el pico de produccidén de NO a tiempos menores de incubacién
que respecto a tomate.

Se realizaron controles con el secuestrador de NO c-PTIO para determinar si
la fluorescencia observada se debia a la reacciéon con NO. Los controles no
mostraron fluorescencia DAF-2DA debida a la reaccién con otras sustancias

quimicas (Fig. 86), confirmando los experimentos realizados.
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80.00 pm 40.00 pm

Figura 85. Tincién DAF-2DA a las 72 h.p.i. en hojas de Arabidopsis.

Figura 86. Control c-PTIO de la tincién DAF-2DA a las 72 h.p.i. en hojas de Arabidopsis.
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6. VARIACION EPIGENETICA EN B.
CINEREA

El objetivo fundamental de este trabajo es valorar la funcién o funciones
que pueda jugar la detoxificacion de NO en la fisiologia de B. cinerea, en particular
en relacioén con la capacidad del patdégeno para infectar a su planta huésped. El
disefio experimental propuesto para llevar a cabo esta caracterizaciéon funcional es
una aproximacion genética basada en la obtencién de mutantes deficientes en el gen
codificador de la enzima que lleva a cabo dicha actividad enzimatica, la enzima
flavohemoglobina. Los mutantes obtenidos son comparados posteriormente con la
cepa silvestre a partir de la cual han sido generados (en nuestro caso la cepa B05.10
conservada en la coleccion del Area de Genética de la Universidad de Salamanca,
denominada EBOS5) en relacién con las caracteristicas fisiolégicas que en cada
momento se desea analizar. En principio, es posible asumir que las diferencias que
puedan observarse en las cepas mutantes en relacion con la cepa silvestre tendran su
origen en la mutacién introducida. Esta aproximacién supone que el proceso de
obtencién de mutantes no determina por si mismo ninguna alteracién en las cepas
transformantes derivadas, en particular en las cepas mutantes generadas entre ellas.
Un control garantizado respecto al cual se lleva a cabo la comparacién es
absolutamente esencial.

Durante la realizacién de nuestro trabajo, y teniendo en cuenta
observaciones previas llevadas a cabo en nuestro laboratorio, reflexionamos sobre la
idoneidad de la utilizacién como control de la cepa original de partida, ya que
consideramos que los procedimientos experimentales que se aplican para producir
protoplastos (utilizacién de extractos liticos para degradar la pared celular) y el
procedimiento de transformacién en si mismo (que hace uso de PEG y de un
tratamiento térmico) constituyen tratamientos ciertamente agresivos que determinan
en el hongo una situacién de estrés muy importante y frente a la cual el patégeno
puede activar determinados mecanismos de defensa o de modificaciéon de
comportamiento. Por estas razones decidimos llevar a cabo, en todos los

experimentos de transformacion en los que se pretendia generar cepas mutantes,
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procedimientos de aislamiento de cepas del patdégeno derivadas de protoplastos
individuales que han sido sometidos exactamente a los mismos tratamientos a los que
han sido sometidos los protoplastos a partir de los cuales se han regenerado las cepas
mutantes con una unica salvedad: no se ha afiadidlo ADN transformante.
Denominamos de manera genérica a estas cepas regenerantes, y consideramos que
constituyen los controles ideales respecto a los cuales deben realizarse las
comparaciones de las posibles alteraciones de las cepas mutantes. Si el
procedimiento de trasformacion (obtencién de protoplastos y tratamiento de choque
térmico en presencia de PEG) no induce ninguna alteracién en los protoplastos
derivados, los regenerantes deben mostrar exactamente las mismas caracteristicas
que la cepa silvestre original.

Para obtener estas cepas regenerantes se aislaron protoplastos individuales
regenerados a partir de las placas de medio SH en las que se sembraron las
suspensiones de transformacion, en este caso a partir de las placas correspondientes a
las “transformaciones control” llevadas a cabo sin afiadir ADN transformante y sobre
las que no se vertié medio SH en cobertera con el agente selectivo (higromicina en
una concentracion de 70 pg/ml). Para el aislamiento, los protoplastos regenerados se
transfirieron individualmente con ayuda de una aguja enmangada a placas de medio
MEA transcurridas 24 horas desde la siembra de las suspensiones de transformacion.
Se purificaron un total de doce cepas regenerantes de las cuales seis han sido
utilizadas en este trabajo en los experimentos que se describen a continuacion.

Estas cepas regenerantes fueron comparadas inicialmente con la cepa EB0O5
en relacion con tres caracteristicas fisioldgicas: (1) capacidad de infectar a la planta
huésped; (2) capacidad de crecimiento saprofitico en medios sintéticos; y (3)
produccidn de esclerocios en medios de cultivo sintéticos. Puesto que nuestro interés
se centraba en la evaluacion de las cepas mutantes ABcfhgl y éstas fueron obtenidas
y purificadas en el curso de los mismos experimentos de transformacién, las dos
cepas mutantes generadas, a7 y B16 fueron incluidas en este andlisis comparativo.
Finalmente, y puesto que sospechibamos desde un principio que la cepa EBOS
mostraba un comportamiento extrafio en nuestros experimentos de trasformacion,
decidimos solicitar una nueva copia de dicha cepa procedente del laboratorio donde

originalmente fue obtenida (Departamento de Botdnica, Univiversidad de Miinster,
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Alemania, Prof. Paul Tudzynski. (Buttner et al., 1994)), laboratorio que nos cedi6 la
misma estirpe (EB0S) hace siete afios. Esta nueva copia fue identificada como TBOS.

Cuando los mutantes ABcfhgl (B16 y a7) fueron comparados con el tipo
silvestre B05.10 (EBOS) a partir del que se obtuvieron los mutantes, éstos parecian
tener una mayor patogenicidad sobre hojas de plantas de tomate (Fig. 87 y 88). Sin
embargo, cuando se utilizaron controles obtenidos a partir de regenerantes de la
misma cepa original (EB05) y sometidos al mismo proceso de produccién de
protoplastos y transformacién pero sin afiadir ADN (veEl, veE2, veE3, veE4, veES y
veE1l), se obtenia el mismo fenotipo del mutante ABcfhgl (Fig. 87 y 88). Es de
resaltar que todos los regenerantes obtenidos presentaban una mayor patogenicidad

que el tipo silvestre original, EBOS.
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Figura 87. Variacion epigenética del didmetro de la lesidn producida en hojas de tomate por
B. cinerea EBOS.

EBOS es la cepa original de donde los controles (veE1l, veE2, veE3, veE4, veES y veEl1l)
fueron obtenidos; B16 y a7 (ABcfhgl) son mutantes obtenidos de EBOS; TBOS es el tipo
silvestre B05.10 de diferente origen y manejo.
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B16 EBO5 EB

EBO54A veE1

b

EB05 4 veE4

E5

Figura 88. Variacion epigenética en la infeccién sobre hojas de tomate de los controles de la
transformacioén de la cepa de B. cinerea EBOS.

Los controles veEl, veE2, veE3, veE4, veES y veEl1 y los mutantes ABcfhgl (B16 y a7)
fueron obtenidos de EBOS5; TBO5 es el tipo silvestre B05.10 de diferente origen y manejo.
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El crecimiento en medio sintético MEA y B5 de los regenerantes EBOS fue
estadisticamente igual al de los mutantes ABcfhgl como ya se ha descrito en el
apartado 4.6. Sin embargo, cuando los comparamos con la cepa original, EBOS, ésta
mostré un menor crecimiento estadisticamente significativo (p<0.001) que los
regenerantes EBOS y los mutantes ABcfhgl (Fig. 89 y 90). El descenso en el
crecimiento saprofitico de EBO5 respecto a sus regenerantes y mutantes se
correlaciona con el descenso de virulencia en EBOS. Por esta razon, la menor
capacidad de crecimiento saprofitico de EBOS tiene un efecto directo en el descenso

de virulencia en el huésped.
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Figura 89. Variacién epigenética del crecimiento saprofitico en medio MEA de los controles
de la transformacién de la cepa de B. cinerea B05.10 origen EBOS.

EBOS es la cepa original de donde los controles (veE1l, veE2, veE3, veE4, veES y veEl1l)
fueron obtenidos; B16 y a7 (ABcfhgl) son mutantes obtenidos de EB05; TBOS es el tipo
silvestre B05.10 de diferente origen y manejo.
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Figura 90. Variacién epigenética del crecimiento saprofitico en medio BS de los controles
de la transformacién de la cepa de B. cinerea B05.10 origen EBOS.

EBOS es la cepa original de donde los controles (veEl, veE2, veE3, veE4, veES y veEl1l)
fueron obtenidos; B16 y a7 (ABcfhgl) son mutantes obtenidos de EBOS; TBOS es el tipo
silvestre B05.10 de diferente origen y manejo.

La produccién de esclerocios en medios de cultivo sintéticos es otro fenotipo
que distingue a EBO5 de los regenerantes y mutantes. Los regenerantes (veEl, veE2,
veE3, veE4, veE5 y veEl1) y mutantes ABcfhgl (B16 y a7) presentan un mayor
nimero de esclerocios que EBOS5 tanto en el medio de cultivo MEA (Fig. 91) como
en el medio de cultivo BS (Fig. 92). Asimismo, se puede observar que EBOS5 presenta
una mayor produccién de conidios que los regenerantes y los mutantes. Las
diferencias entre EBOS y los regenerantes EBOS y mutantes ABcfhgl se hacen mas
evidentes en el medio BS que en MEA y, por tanto, un medio de cultivo pobre en

nutrientes potencia el fenotipo observado.
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Figura 91. Variacion epigenética de la produccién de esclerocios en MEA de los controles
de la transformacién de la cepa de B. cinerea EBOS, mutantes ABcfhgl y TBOS.

Figura 92. Variacién epigenética de la produccién de esclerocios en BS de los controles de
la transformacion de la cepa de B. cinerea EBOS, mutantes ABcfhgl y TBOS.

El fenotipo de la cepa TBOS respecto a su capacidad de infectar la planta
huésped, capacidad de crecimiento saprofitico y produccién de esclerocios es similar
a los controles de la transformaciéon de EBO5 (veEl, veE2, veE3, veE4, veES y
veE11) y mutantes ABcfhg1 obtenidos a partir de EBOS (B16 y a7). Asimismo, EBO5
tiene una menor vilurencia en planta y crecimiento saprofitico, una menor
produccion de esclerocios y una mayor produccion de conidios que TBOS (Fig. 87 a

92).
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Para comprobar si el fenotipo de TBOS sufria variaciones epigenéticas, se
procedio a someter a esta cepa a los procesos de transformacién fingica. La
transformacion de TBOS se realizé de igual manera que la descrita para EBOS sin
incluir ADN en la transformacién para obtener regenerantes e incluyendo un control
con ADN el cual incorporaba la construccién de resistencia a higromicina. El
crecimiento del control en presencia de higromicina nos permitia afirmar que la
transformacion y procesos de estrés a los que se sometié al hongo fueron los mismos
que en los experimentos anteriores, ya que dan lugar a la incorporaciéon de ADN
recombinante en el genoma del hongo. Se recuperaron los regenerantes veT1, veT?2,
veTS y veT8, los cuales fueron purificados mediante réplicas y cultivos
monosporicos. Su fenotipo fue analizado frente a la cepa original TBOS.

El analisis de virulencia in planta no se realiz6 para los regenerantes TBOS5 ya
que, como se ha visto en el experimento anterior con los regenerantes EBOS, ésta
presenta correlacion con el crecimiento saprofitico en medio sintético. El andlisis del
crecimiento saprofitico de los regenerantes TBOS no mostré diferencias respecto a la
cepa madre TBOS tanto en MEA (Fig. 93) como en B5 (Fig. 94). De este modo,

parece que no existen diferencias epigenéticas respecto al crecimiento saprofitico.
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Figura 93. Variacién epigenética del crecimiento saprofitico en MEA de los controles de la
transformacién de la cepa de B. cinerea B05.10 origen TBOS.

TBOS es la cepa de donde los controles (veT1, veT2, veT5 y veT8) fueron obtenidos.
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Figura 94. Variacién epigenética del crecimiento saprofitico en medio B5 de los controles
de la transformacién de la cepa de B. cinerea B05.10 origen TBOS.

TBOS es la cepa de donde los controles (veT1, veT2, veT5 y veT8) fueron obtenidos.

Sin embargo, aunque los regenerantes de TB0OS5 y TB0OS5 presentan semejanzas
en su crecimiento saprofitico, al analizar su fenotipo respecto a la produccién de
esclerocios y conidios, las diferencias epigenéticas observadas con EBO5 empiezan a
surgir. Los regenerantes de TB0OS tienen una produccién de esclerocios mayor que
TBOS tanto en medio MEA (Fig. 95) como en medio BS5 (Fig. 96). Asimismo,
aunque no se presenta producciéon de conidios en B5 cuando ésta se observa en el
medio MEA (Fig. 95), TBOS presenta una abundante conidiaciéon mientras que en los
regenerantes es muy escasa.

En nuestro laboratorio se han llevado a cabo experimentos similares con la
cepa T4, obteniéndose resultados similares a los obtenidos con EBOS. Parece que el
fendémeno epigenético observado durante el estrés al que se somete al hongo durante
la transformacién estd ampliamente conservado en B. cinerea y consiste en una
reduccion de la virulencia, crecimiento saprofitico y produccidon de conidios y un

incremento en la produccién de esclerocios.
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Figura 95. Variacién epigenética de la produccion de esclerocios en MEA de los controles
de la transformacién de la cepa de B. cinerea B05.10 origen TBO0S.

Figura 96. Variacién epigenética de la produccién de esclerocios en BS de los controles de
la transformacién de la cepa de B. cinerea B05.10 origen TBOS.
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7. MODIFICACION DE LA EXPRESION
DE BCFHG1

Teniendo en cuenta los datos derivados del andlisis de los patrones de
expresion de Bcfhgl descritos en la seccioén 2, y asumiendo un posible papel en la
infeccion de este gen, se decidid expresar el gen Bcfhgl constitutivamente
modificando su patrén de expresion natural. Para ello, se utiliz6 el promotor del gen
trpC de A. nidulans obtenido del vector pSilentl desconociendo en principio, el
funcionamiento de este promotor en B. cinerea. Asi, se introdujo la secuencia de la
region codificante de Bcfhgl en el polilinker del vector, obteniéndose la construccién
de transformacion pSilent-Bcthgl. De esta forma, tanto la expresion de Bcfhgl como
la sintesis del gen que proporciona resistencia a higromicina, quedan bajo el control
de la secuencia protomora del gen trpC de A. nidulans.

La transformacion con pSilent-Befhgl se repitié varias veces sin obtener
ningln transformante. Se optd por incluir en paralelo un control positivo con el
vector pLOBI, el cual lleva el gen de resistencia a la higromicina bajo el control del
promotor OliC. Después de varias transformaciones se observé que mientras en la
transformacion con pLOBI1 se obtenian transformantes, la transformacion paralela
con pSilent y pSilent-Bcfhgl no tenia éxito. Po lo tanto, el promotor del gen trpC de

A. nidulans no produce expresion en B. cinerea.
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8. SILENCIAMIENTO EN B. CINEREA

8.1. ARGININOSUCCINATO SINTASA

El casete de resistencia a la higromicina usado para la generacién de mutantes
carentes del gen Bcfhgl proviene del vector pLOB1 (nimero de acceso Genbank
AJ439603 (Kars et al., 2005a)) el cual se compone del promotor OliC de A. nidulans
de 847 pares de nucledtidos, la secuencia codificadora del gen de resistencia a
higromicina de 1.017 pares de nucleétidos, el extremo 3’ de la regién codificadora de
la argininosuccinato sintasa (Bcass1) de 436 pares de nucledtidos y el terminador de
la Bcass1 de 288 pares de nucledtidos. La region terminal de la secuencia codificante
del gen Bcass1 junto con su terminador fue purificada como un fragmento EcoRV —
EcoRV de 724 pares de nucleétidos. Cuando el plasmido pLOB1 fue construido no
se disponia de la secuencia completa del genoma de B. cinerea en funcién de la cual
se ha construido el mapa de restriccion de la region que incluye los genes BcrubA'y
Bceass1 (Fig. 97). Sélo se disponia entonces de la secuencia del gen BctubA y de un
mapa de restricciéon que, por error, ubica incorrectamente el fragmento EcoRV —
EcoRV indicado anteriormente a continuacion del codén de terminacidon del gen
BctubA 'y en lugar del fragmento EcoRV — EcoRV de 2.018 pares de mucledtidos
que realmente ocupa esa posicion. Se pretendia fusionar la regién codificante del gen
que determina resistencia a higromicina al terminador del gen BctubA pero, en su
lugar, se fusiond al extremo 3’ de la regién codificante del gen Bcassl y su
terminador. Es interesante destacar que, desde el punto de vista funcional, el
fragmento clonado permite la expresion del gen de resistencia a higromicina en B.

cinerea (Brito et al., 2006)

FeoRV (2272) Beass1
BamHI(1957) | | B HI (8083)
BotubA v ‘ | BeoRV (4290) ZcoRV (5014)

Figura 97. Mapa de restriccion del gen BctubA 'y Bcass1.

202



Resultados

La inclusién de un fragmento de la secuencia codificante de Bcassl en fase
con el gen que proporciona resistencia a la higromicina podria producir
silenciamiento de Bcassl en los mutantes generados (Nakayashiki et al., 2005). El
silenciamiento de este gen podria causar la modificacién del fenotipo del hongo ya

que la argininosuccinato sintasa es una enzima esencial en la produccién de arginina

siguiendo el ciclo de la urea (Fig. 98).
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Figura 98. Ciclo de la urea.
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Los mutantes de Bcfhgl (a7 y B16) no mostraban ningin problema al crecer
en un medio sin arginina (Fig. 99). Sin embargo, para ver si existe efecto de
silenciamiento y su posible uso como herramienta genética, se transformé la cepa
B05.10 (EBOS) con el vector pLOBI1. Los transformantes pLOB14 y pLOB 16
mostraron una reduccién de su crecimiento en medio sin fuente de arginina respecto
a su comportamiento en un medio en presencia de arginina, tal y como se observa en
las figuras 100 y 101. Dos de los 7 transformantes analizados (pLOB16 y pLOB2),
presentaban un crecimiento mayor que el tipo silvestre (EB0S5) en medio con arginina
(B5+Arg) tal y como sucede en los casos de variacion epigenética durante la
transformacion descritos en la secciéon 6 del capitulo de resultados. Los otros 5
transformantes presentaban un menor crecimiento posiblemente debido a
alteraciones consecuencia de la integracion de copias del pldsmido transformante en

regiones dadas del genoma.
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Figura 99. Crecimiento saprofitico en B5 y BS+Arginina de los mutantes ABcfhgl (B16 'y
a7) y tipo silvestre (EBOS).
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Figura 100. Crecimiento saprofitico en B5 de los transformantes producidos con el vector
pLOBI1.
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Figura 101. Crecimiento saprofitico en BS+Arginina de los transformantes producidos con
el vector pLOBI.

El andlisis tipo Northern confirmaba que el fenotipo de pLOB14 y pLOB16
se debia a una reduccion de la transcripcion de Bceass1 (Fig. 102). Interesantemente,
la reduccién en la expresion del gen Bcass1 se correlacionaba con la reduccion en el

crecimiento en medio sin arginina.
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Bcass1

BcactA

rRNA

Figura 102. Andlisis Northern de transformantes obtenidos con el plasmido pLOB1 y de la
cepa control, cultivados durante 12h a 22 °C en PDB.

Los nombres indicados en la parte superior de la imagen indican las cepas analizadas. Los
nombres situados a la izquierda reflejan los genes a los que se refiere cada linea.

8.2. FLAVOHEMOGLOBINA

El silenciamiento observado en el gen Bcassl nos abre la posibilidad de
utilizar un sistema similar en otros genes como una herramienta genética eficaz ya
que la construccion de transformacion es simple y nos permite reducir la expresion a
diferentes niveles. El estudio del silenciamiento con un sistema similar al utilizado en
Bcass1 se investigd en el gen Bcfhgl. Una de las grandes ventajas del estudio de
Bcfhgl es que la actividad de la enzima se puede medir con un sistema sencillo y
preciso mediante el andlisis de la degradacién de NO. Asimismo, el silenciamiento
del gen Bcfhgl nos permite profundizar en el estudio del metabolismo del NO.

La construccién de transformacién para producir el silenciamiento de Bcfhgl
se realizd mediante PCR (Kars et al., 2005a). En primer lugar se amplificé el
promotor del gen OliC de A. nidulans seguido del gen de resistencia a la higromicina
del vector pLOBI1 con los primers ShphF y ShphR produciendo un fragmento de

1.811 pares de nucleétidos. Después se amplificaron los dltimos 390 pares de de
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nucledtidos del extremo 3’ de la region codificante de Bcfhgl seguidos del
terminador del gen con los primers SBcthgF y SBcfhgR amplificindose un
fragmento de 749 pares de nucleétidos. Los dos fragmentos se fusionaron en una
segunda reaccién de PCR usando como molde 50 ng de cada producto de PCR y los

primers ShphF y SBcfhgR (Fig. 103).

ShphF SBcfhgF
PCR1 [mm 1: PCR2
ShphR SBogR
ShphF SBofngF
PCR3 bm sl ]
500 pases da limes SBcfhgR

Figura 103. Esquema a escala de la construccién del vector de transformacién de
silenciamiento del gen Bcfhgl mediante PCR.

Posteriormente, se transformé la cepa B05.10 (TB05) con 4 ug de producto
de PCR aisldndose 10 transformantes que fueron purificados en forma de cultivo
monosporico. El andlisis por Northern de la expresion de Bcfhgl mostraba que de los
10 transformantes 3 estaban silenciados a diferentes niveles: S2, S19 y S22 (Fig.
104). El transformante S2 mostraba el mayor nivel de silenciamiento hasta casi
desaparecer la expresion.

El fenotipo de los transformantes silenciados fue analizado midiendo su
capacidad de degradacién de NO. Las muestras fueron recogidas a las 8 horas de
incubacién de cultivos de 100 ml de BS. Como control positivo se utilizé el tipo
silvestre (B05.10) y como control negativo se utiliz6 un mutante obtenido por
reemplazamiento génico (B16). Los transformantes S19 y S22 presentaban una
pendiente de degradacion de NO similar al tipo silvestre a pesar de la menor
expresion de Bcfhgl (Fig. 105). Este fendmeno, junto a la linealidad de la pendiente
de degradacién del tipo silvestre, muestra la eficiencia de la enzima
flavohemoglobina de B. cinerea en la degradacion de NO. De hecho, el
silenciamiento del gen hasta niveles casi no detectables, como es el caso del
transformante S2, muestra degradacidon enzimdtica de NO, aunque ésta es menor que

la del tipo silvestre pero sin llegar a los extremos del mutante ABcfhgl (Fig. 105).

207



Papel del NO en B. cinerea
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Figura 104. Andlisis Northern de transformantes obtenidos con la construccién de
silenciamiento Bcfhgl y de la cepa control.

Las muestras fueron cultivadas durante 6h a 22 °C en B5 + 10mM Sucrosa + 10mM
KH,PO,. Los nombres indicados en la parte superior de la imagen indican las cepas
analizadas. Los nombres situados a la izquierda reflejan los genes a los que se refiere cada
panel.

— - — Sin micelio
—  — B16
—— 82

Concentracién de NO (unidades relativas)

Tiempo (minutos)

Figura 105. Cinética de degradacién de 2uM NO en transformantes silenciados para Bcfhgl.

B16 es el mutante ABcfhgl, S2 y S19 son los transformantes silenciados para Bcfhgl y
B05.10 es el tipo silvestre.
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Discusion

1. FLAVOHEMOGLOBINA DE BOTRYTIS
CINEREA

B. cinerea posee un TUnico gen codificador de enzimas de tipo
flavohemoglobina (Bcfhgl). Esta contiene los dominios hemoglobina y de unién de
FADH y NADH propios de este tipo de proteinas, necesarios para la degradacién de
NO (Hernandez-Urzua et al., 2003).

BcFHGI1 es homologa a las flavohemoglobinas de otros hongos y bacterias.
Las relaciones filégeneticas deducidas del andlisis comparativo de la secuencia de
BcFHG1 con otras proteinas de tipo flavohemoglobina muestran una buena
correlacion con la reconstruccion del drbol filogenético de los hongos (James et al.,
2006). De este modo, la flavohemoglobina de S. sclerotiotum, la especie mas
préxima filogenéticamente a B. cinerea, es la que muestra una mayor homologia en
su secuencia de aminoacidos con BcFHGI. Las ramas en las que se ubican las demds
flavohemoglobinas de hongos filamentosos se separan en el arbol construido
siguiendo el patrén evolutivo de este grupo de organismos.

En el arbol que hemos construido se puede apreciar que muchos hongos, tales
como Fusarium, Neurospora, Podospora o Asperguillus, presentan varias copias de
genes codificadores de flavohemoblobina. Apreciamos que los diferentes homoélogos
del gen dentro de la misma especie no se agrupan en la misma rama. Por otra parte,
en algunas especies se observa que una copia concreta presenta mayor homologia
con copias de otras especies de hongos que con las demds copias de la misma
especie. Asi, las flavohemoglobinas de Aspergillus se agrupan en dos ramas y las de
Fusarium en cuatro ramas, compartiendo este ultimo dos ramas con las respectivas
de Aspergillus. Este fendmeno probablemente es debido a duplicaciones del gen en
ancestros comunes muy tempranos. En el caso de los hongos que s6lo presentan una
copia del gen o que carecen de copias del gen en determinadas ramas, la ausencia de
éstas quizds se deba a fenémenos de pérdida de los genes duplicados. Por tanto, en el
caso de las flavohemoglobinas de hongos observamos que se han producido

fenémenos tanto de duplicacion como de pérdida de copias duplicadas.

211



Papel del NO en B. cinerea

La situacién observada en el caso de las levaduras es interesante. El drbol
filogenético de los hongos (James et al., 2006) ubica a las levaduras dentro de los
ascomicetos. Sin embargo, considerando el 4arbol filogenético de las
flavohemoglobinas, las proteinas de las levaduras se agrupan entre si, separindose de
las de hongos y procariotas. Debido al origen ancestral de las flavohemoglobinas,
anterior a la divergencia de eucariotas y procariotas, y siempre que no hayan existido
transferencias horizontales de genes (Zhu y Riggs, 1992), estd divergencia de las
levaduras con los hongos filamentosos puede deberse a al menos dos fenémenos de
duplicacién de genes y posterior pérdida de alguna copia de los mismos antes de la
aparicion evolutiva de los hongos. Los trabajos llevados a cabo por otros autores (Liu
et al., 2000) han mostrado una cierta proximidad de la flavohemoglobina de S.
cerevisiae a la de los Bacillus.

La presencia de multiples copias del gen de la flavohemoglobina en algunos
hongos probablemente pueda deberse a que éstas les confieren ventajas evolutivas
especificas en su desarrollo. En el caso de F. oxysporum, especie en la que
encontramos 3 copias del gen, la flavohemoglobina puede actuar como agente
detoxificador del NO producido durante los procesos de denitrificacién que el hongo
es capaz de realizar (Fujii y Takaya, 2008). Otros hongos no tienen la capacidad de
denitrificacién. Sin embargo, pueden desarrollarse en ambientes en los que se
encuentran con grandes cantidades de NO producidas por bacterias denitrificantes,
como puede ser el caso de Aspergillus. Otra posible funcién que pueden desempefiar
las flavohemoglobinas en el caso de especies de microorganismos patdégenos y que
puede favorecer la presencia de multiples copias de genes de flavohemoglobinas, es
la de prevenir la activacion de la respuesta de hipersensibilidad (HR) en la planta
huésped (Boccara et al., 2005). Por otra parte, es posible considerar que en algunos
casos determinadas copias pueden carecer de funcidn y/o expresion. En C. albicans,
de las tres flavohemoglobinas que posee sélo una se induce con NO y es responsable
de la degradacién de NO (Ullmann et al., 2004), aunque su efecto en patogenicidad
no solo se debe a la actividad de degradacion de NO de la enzima codificada por el

gen inducido (Hromatka et al., 2005).
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2. EXPRESION DE BCFHG1

La flavohemoglobina de B. cinerea se expresa durante todos los estados de
desarrollo del hongo, tanto in vitro como in planta. Sin embargo, esta expresion es
mayor durante el desarrollo del tubo germinativo entre las 4 y 6 horas de incubacion
in vitro y a las 8 hpi in planta. Esta respuesta en estados tempranos de desarrollo de
B. cinerea puede ayudar a contrarrestar el efecto del choque nitrosativo en las
primeras etapas de la infeccién de plantas, choque nitrosativo que produce la
resistencia de P. peltatum a B. cinerea (Floryszak-Wieczorek et al., 2007). Cierta
similitud con los patrones de expresion de Bcfhgl se observan en S. cerevisiae,
sistema en el que el cambio diauxico entre la fase exponencial y la estacionaria
implica una reduccién de la expresion de la flavohemoglobina (Crawford et al.,
1995). Sin embargo, la reduccion de la expresion en B. cinerea se da en momentos
de desarrollo tempranos comparados con los de la levadura, lo que implica que el
motivo de la reduccién de los niveles de expresion es diferente.

La expresion de Bcfhgl se incrementa con la presencia de NO en el medio, al
igual que sucede con la flavohemoglobina de B. subtilis (Moore et al., 2004), E. coli
(Gardner et al., 1998), C. albicans (Hromatka et al., 2005) y S. cerevisiae (Zhu et al.,
2006). La disminucién progresiva de los niveles de expresion de Bcfhgl durante
exposiciones largas de micelio joven a NO puede deberse a un fendémeno de
adaptacién. No obstante, teniendo en cuenta que al exponer micelio maduro a NO
apenas se produce una respuesta de induccién de la expresion de Bcfhgl, tanto este
fenémeno como el anterior pueden probablemente explicarse como consecuencia de
una insensibilizacién del micelio maduro a NO que llega a ser pricticamente total en
micelio cultivado durante 12 horas. En S. cerevisiae, algunos autores no detectan
induccién del gen de la flavohemoglobina por NO (Liu et al., 2000) y otros detectan
niveles de induccién importantes (10x) (Sarver y DeRisi, 2005). Estas diferencias
pueden tener su origen en la utilizacién de diferentes condiciones experimentales y
de células en diferentes estados fisidgicos en cada trabajo. Todo esto indica que la

expresion de la flavohemoglobina es dependiente del estado fisiologico y que en
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cada estado la proteina pueda realizar funciones fisioldgicas diferentes o, incluso,
que ésta pueda no ser necesaria.

La mayor expresion de Bcfhgl al inicio de la germinacién pudiera deberse a
que el micelio estd expuesto a una mayor concentracion de NO subproducto de la
obtencién de amonio para la sintesis de proteinas en una fase que demanda una
sintesis muy alta de compuestos celulares. EI amonio se obtiene a partir de nitrato
mediante la nitrato reductasa, la cual puede producir NO a partir del nitrito que la
nitrito reductasa es incapaz de transformar en amonio. Sin embargo, la casi ausencia
de respuesta a NO exdgeno en micelio maduro, también metabdlicamente muy
activo, en comparacion con micelio joven, hace pensar que la expresion de Bcfhgl
estd controlada para producir un incremento en la degradacién de NO en micelio
recién germinado y una reduccién de la degradacién de NO en micelio maduro.
Asimismo, la uniformidad de la expresion de Bcfhgl respecto a la concentracion de
NO respalda que la diferencia de expresion en micelios de diferente madurez no se
debe a una diferente concentracién de NO y que la respuesta a NO es una respuesta
cualitativa, al menos respecto a la expresion de Bcfhgl.

La respuesta al NO es muy rdpida. La expresion de Bcfhgl se empieza a
incrementar antes de los 5 minutos de exposicién a NO, deduciéndose que el sistema
de percepcion de NO y de induccion de la expresion de Bcfhgl no puede ser muy
complicado. Como se ha argumentado en la seccion de introduccién, la S-
nitrosilacién es el sistema mas poderoso que posee el NO para influir en el sistema
de sefializacion (Romero-Puertas et al., 2008) y probablemente debido a la respuesta
obtenida pudiera ser el responsable del incremento de la expresion de Bcfhgl. Sin
embargo, en micelio maduro la expresiéon de Bcfhgl se ve reducida y casi no resulta
afectada por el NO, ni por su concentracién ni por el tiempo de exposicion, lo que
nos lleva a pensar que debe existir un sistema de represion de la expresion de Bcfhgl
independiente de la S-nitrosilacién.

Durante la infeccién in planta, Bcfhgl se expresa abundantemente en el inicio
de ésta y posteriormente su expresion se ve reducida. Aunque se expresa en todos los
estados de la infeccidn, el incremento de ésta al principio indica la importancia de la
proteina codificada en las fases iniciales del proceso de infeccion. En trabajos

previos utilizando el mismo sistema de inoculacién se ha comprobado que los
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primeros sintomas macroscépicos de la infeccion se manifiestan aproximadamente a
las 20 hpi con la aparicién de pequefias lesiones necréticas. A las 16 hpi mediante
observacién microscépica ya es posible apreciar células individuales muertas (Benito
et al., 1998). Por lo tanto, la produccién de NO por parte de la planta debe haberse
iniciado ya en momentos anteriores. A las 16 hpi la mayor parte de las esporas
inoculadas ya han germinado y alcanzado un estado de desarrollo similar al de las
esporas cultivadas durante 8 h in vitro. En nuestro trabajo el nivel de expresion in
planta a las 8 hpi es comparable con el nivel de expresion in vitro a las 5 h. El nivel
de expresion a las 8 hpi, superior al observado en las fases posteriores de la
infeccion, debe ser consecuencia de la induccién de la expresién que se observa
durante la germinacion en ausencia de NO. A esta induccion debe sumarse, ademas,
la induccién determinada por la exposicion al NO producido por la planta. A pesar de
que debe de haber produccién de NO entre las 12 y las 16 hpi, la expresion del gen
Bcfhgl in planta decae a estos tiempos, al igual que sucede en cultivos in vitro no
expuestos a NO.

El NO tiene enormes implicaciones en sefializacion y en patogenicidad
(Delledonne, 2005). Es posible considerar que el micelio joven es sensible al NO en
términos de inducibilidad del gen Bcfhgl para poder generar enzima
flavohemoglobina que le permita detoxificar el NO que el propio patégeno pudiera
producir y el NO que generan las células vegetales que experimentan muerte cellular
(Delledonne et al., 1998). En fases posteriores, en el micelio maduro se reduce la
expresion e incluso no responde a la induccidn por NO. Esto facilita el aumento de la
concentracion de NO y el incremento de la HR (Boccara et al., 2005), lo que facilita
el desarrollo del hongo necrotrofo (Govrin y Levine, 2000). Podriamos considerar
entonces que el NO y la modulacién de sus niveles por parte del hongo tendrian

cardcter instrumental para el éxito de la infeccidn del hongo.
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3. EXPRESION HETEROLOGA DE
BCFHG1

La actividad enzimdtica de degradacién de NO de la proteina BcFHGI se
comprobé mediante el estudio del fenotipo de un mutante carente de la enzima
flavohemoglobina de S. cerevisiae (Liu et al., 2000) en el que se habia expresado el
gen Bcfhgl. Los resultados obtenidos mostraron que, tanto en cultivos celulares
como en extractos de proteinas, BcCFHG] realiza la misma funcién de degradacién de
NO que la flavohemoglobina de S. cerevisiae, proporcionando evidencias
bioquimicas y genéticas de que la funcién bioquimica de la flavohemoglobina de B.
cinerea es la detoxificacion de NO. La complementacién de la mutacién yhbl de S.
cerevisiae con la flavohemoglobina de B. cinerea muestra que, a pesar de estar
distantes en el arbol filogenético de las flavohemoglobinas (Fig 31), ciertamente
ambas enzimas realizan la misma funcién y poseen caracteristicas bioquimicas muy
similares.

Los microorganismos estdn expuestos de forma natural al NO y precisan de
un sistema capaz de detoxificar NO. Hay autores que indican que las
flavohemoglobinas evolucionaron para detoxificar el NO que abundaba en la tierra
primitiva en la que predominaban condiciones anaerdbicas (Zhu y Riggs, 1992). Sin
embargo, la moderna flavohemoglobina ha evolucionado para poder metabolizar el
NO proveniente de fuentes ambientales (Lawrence y Crutzen, 1999), de procesos
metabdlicos endégenos tales como la denitrificacion (Takaya er al, 1997), de
huéspedes que producen NO por motivos de defensa (Delledonne et al., 1998), del
control de la cadena respiratoria (Szibor ef al., 2001) o de mecanismos de

sefializacién (Courtois et al., 2008).
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4. FUNCION DE BCFHG1

Los mutantes ABcfhg1 mostraron ausencia total de actividad enzimatica para
la degradacién de NO, una reduccién de crecimiento en presencia de NO y un ligero
incremento del crecimiento en presencia de H,O,, pero ninguna alteracién fenotipica
de su capacidad de crecimiento in planta.

BcFHGI es la tnica enzima responsable de la degradacion enzimdtica de NO
en B. cinerea, ya que el mutante correspondiente presenta una curva de degradacién
de NO exdégeno similar a la que presenta el medio de cultivo sin micelio. Esta
funcién de las flavohemoglobinas ha sido ya descrita en E. coli (Gardner et al., 1998;
Hausladen et al., 1998) y en S. cerevisiae (Liu et al., 2000).

La reduccion del crecimiento del mutante ABcfhgl en presencia de NO estd
descrita para mutantes de flavohemoglobina en otros hongos. En C. neoformans, los
mutantes de la flavohemoglobina manifiestan una reduccién en su crecimiento en
presencia de NO (de Jesus-Berrios et al., 2003). Este fenémeno es producido al no
degradarse el NO exdgeno y acumularse en las células, produciendo la inhibicién de
la citocromo C oxidasa y de este modo de la cadena respiratoria (Boveris et al., 2000;
Szibor et al., 2001). Asimismo, la inhibicién de la cadena respiratoria incrementa los
niveles de superdxido y éste reacciona con el NO formando peroxinitrito, el cual es
altamente toxico para células animales, aunque no tanto para células vegetales
(Romero-Puertas et al., 2007). Por lo tanto, la inhibicién de la cadena respiratoria
determina que estén disponibles menos cantidades de ATP y NADPH, y de este
modo se produce una reduccién del crecimiento saprofitico.

El ligero incremento en el crecimiento saprofitico observado en medio con
H,0, en los mutantes ABcfhgl podria ser debido a la reaccién con una mayor
cantidad de NO interno que pudiera darse al reducirse la degradacién de NO
(Malolepsza y Rozalska, 2005). En el mutante puede concentrarse una mayor
cantidad de NO el cual reacciona con H,O, o sus derivados para formar peroxinitrito
(Romero-Puertas et al., 2007). Sin embargo, el efecto téxico del peroxinitrito en la
célula podria determinar que la diferencia en el crecimiento saprofitico del mutante y

el tipo silvestre no sea elevada.
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El efecto mds inesperado en el fenotipo del mutante es la ausencia de
diferencias con el tipo silvestre en relacién con su capacidad para infectar la planta
huésped. Como se ha mencionado en la seccion de Introduccidn, las
flavohemoglobinas tienen un claro efecto en virulencia en patégenos, efecto que esta
ampliamente descrito en la bibliografia. En el hongo C. neoformans, la
flavohemoglobina es esencial para una completa virulencia en ratones (de Jesus-
Berrios et al., 2003). La flavohemoglobina de E. chrysanthemi es esencial para el
desarrollo de la infeccién in planta (Boccara et al., 2005; Favey et al., 1995). Cepas
silenciadas de N. benthamiana para el gen Nbnoal, las cuales tienen una menor
produccién de NO inducido, mostraron una mayor susceptibilidad a Colletotrichum
lagenarium (Kato et al., 2008), al igual que sucede con lineas de A. thaliana
deficientes en el gen Atnoal (Zeidler et al., 2004). Sin embargo, nuestros resultados
indican que las interacciones en las que participa B. cinerea no siguen esta pauta. En
B. cinerea se ha demostrado que donadores de NO promueven la infeccién y que
secuestradores de NO la evitan (Malolepsza y Rozalska, 2005). De este modo, la
eliminacion de un potente secuestrador de NO como la flavohemoglobina podria
incluso favorecer la infeccion. Por otro lado, B. cinerea necesita la HR para el
desarrollo de la infeccion (Govrin y Levine, 2000) y a su vez el NO es esencial para
la produccion de la HR (Delledonne et al., 2001). Nuestros datos demuestran que la
eliminacion de la degradacién enzimatica de NO no es esencial para la patogenicidad
en B. cinerea. La reduccion en la degradacién de NO podria producir un incremento
en la acumulacion de NO y de este modo un incremento en la virulencia. Sin
embargo, la virulencia no se ve alterada, lo cual permite sugerir que B. cinerea
quizds posea un sistema para la regulacién de los niveles de NO y de la HR que
desencadena. No obstante, es posible considerar explicaciones alternativas. Debemos
recordar que el NO tiene un efecto antimicrobiano, como demuestra, en el caso de B.
cinerea, la mayor sensibilidad de las cepas ABcfhgl respecto a la cepa tipo silvestre
al donador de NO SNP y que se traduce en una disminucién de su capacidad de
crecimiento en presencia de SNP. Esta reducciéon del crecimiento en las cepas
ABcfhgl podria contrarrestar el efecto producido por una HR mads intensa debida a la
posible acumulacion de mayores cantidades de NO durante la infeccion de las cepas

ABcfhgl.
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El diferente comportamiento de B. cinerea en la infeccién de plantas respecto
a otros patégenos ha sido descrito para otros sistemas. Los genes edsl y sgtl de M.
benthamiana son esenciales para producir la resistencia a patdégenos biotrofos.
Ambos genes se expresan en la planta durante la infeccion causada por B. cinerea y
el silenciamiento de los mismos genera lineas resistentes a B. cinerea (El Oirdi y
Bouarab, 2007). Estos autores también observaron que la expresiéon en N.
benthamiana del gen antiapoptético codificador de la proteina p35 del baculovirus
producia una mayor resistencia a la infeccién por B. cinerea que la observada en el
tipo silvestre. Asimismo, la expresion de genes antiapoptdticos en plantas de tabaco
determinaron un incremento de la resistencia de éstas a B. cinerea (Dickman et al.,
2001). Observaciones similares han sido descritas en la interacciéon B. cinerea -

Arabidopsis (van Baarlen et al., 2007).
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5. PRODUCCION DE NO EN BOTRYTIS
CINEREA

Nuestro trabajo demuestra que B. cinerea produce NO tanto durante su
crecimiento saprofitico como durante su interaccion con la planta. La produccion de
NO por B. cinerea ha sido observada por diversos autores con anterioridad (Conrath
et al., 2004; Floryszak-Wieczorek et al., 2007; van Baarlen et al., 2004; van Baarlen
et al., 2007). En nuestros estudios se han utilizado dos tipos de metodologias para la
deteccién de NO: la tincién con DAF-2DA y la deteccion con electrodo de NO.

La produccién in vitro de NO se observa en todos los estados de desarrollo
desde esporas iniciando la germinacién hasta micelio maduro. Sin embargo, no se
observa produccién de NO en todas las células e hifas. Una situacién similar ha sido
descrita en Colletotrichum coccodes en estudios en los que también se han utilizado
procedimientos de deteccion mediante tincion con DAF-2DA (Wang y Higgins,
2005). En el caso de B. cinerea detectamos dos tipos de sefnales con DAF-2DA, una
localizada en el interior de esporas e hifas y otra en forma de nube alrededor de
esporas e hifas. La primera sefial no se detecta en todas las esporas e hifas, al igual
que sucede en C. coccodes (Wang y Higgins, 2005). La segunda sefial es detectada
principalmente en esporas recién germinadas y en micelio maduro, pudiendo tener
importantes implicaciones fisiologicas. El NO es una potente molécula gaseosa
sefializadora en plantas (Delledonne et al., 1998) que puede atravesar cuticulas
hidrofébicas hasta llegar a las células vegetales y viceversa. La temprana produccion
de NO podria ser utilizada por B. cinerea como sefial para superar el umbral que
desencadena la HR en la planta. En fases posteriores se observa una aparente
disminucién en la produccién de NO y, finalmente, en micelio maduro incubado in
vitro durante 20 horas se aprecia una masiva producciéon de NO que podria acentuar
in planta la muerte celular del huésped. Es interesante destacar que a pesar de no
degradar NO, la produccién de NO por parte del mutante ABcfhgl no se dispara,
sugiriendo este fendmeno junto con la produccién de NO inducida por NO un

autocontrol de la produccién de NO por parte del hongo.
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También hemos detectado produccion de NO in planta. Durante la infeccion
en tomate se detecta NO en el micelio a las 15, 24 y 48 hpi con un méximo de
produccion a las 48 hpi y una ausencia de produccién a las 72 hpi. En tabaco se
detecta NO desde las 20 a las 75 hpi, con un maximo de produccién a las 20 hpi. En
Arabidopsis se observa una considerable produccién de NO a las 72 hpi. Parece que
la dindmica de produccién de NO por parte del hongo varia dependiendo del huésped
en el que realiza la infeccion. Asimismo, parece que estd correlacionada la velocidad
con la que el hongo infecta y coloniza los tejidos infectados de la planta con la
aparicion del maximo de produccién de NO por parte del hongo. De este modo, en
Arabidopsis, donde la infeccion se desarrolla mds lentamente, se observa una gran
produccion de NO a las 72 horas, momento en el que en tomate casi no existe
produccién de NO. En tabaco la infeccion y el maximo de produccién de NO en el
hongo son mds tempranos que en tomate y en Arabidopsis. B. cinerea parece ser
capaz de autocontrolar su produccion de NO para adaptarlo a las condiciones
especificas de cada planta y, de este modo, optimizar las condiciones de infeccion.
La produccién de NO por el hongo aumentaria la cantidad total de NO en el area de
infeccidn y, asi, facilitaria el desarrollo de la necrosis y la infeccion (Malolepsza y
Rozalska, 2005). Cuando la infeccion estd ampliamente extendida se aprecian
menores niveles de NO en el hongo, probablemente porque el hongo colonizando
activamente el tejido infectado no requiere producir grandes cantidades de NO para
alterar el umbral de activacion de la de la muerte celular programada de las células
vegetales.

Se podria decir que se observan dos momentos de produccion preferente de
NO por parte de B. cinerea. En un primer momento de produccién de NO en las
primeras fases de desarrollo del hongo, se genera una nube de NO que puede
alcanzar a las células vegetales y podria contribuir a activar la HR en la planta. En
este estado inicial, ademds, la expresion de la flavohemoglobina podria ayudar a
reciclar el NO y reconvertirlo en NO;3', muy ttil para el hongo en condiciones de
estrés nutricional. En un segundo momento, cuando el hongo ya ha penetrado en la
planta, se produce NO que puede ayudar a desencadenar la muerte de células

vegetales de una forma muy activa y, de este modo, facilitar la extension de la
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infeccion en la planta. Este fendmeno se potencia con la reduccién de la expresion de
Bcfhgl.

La produccién de NO en esporas recién germinadas no fue detectada por
medio de un electrodo de NO, probablemente, porque el NO generado alrededor de
las esporas recién germinadas se diluye y degrada en el medio de cultivo hasta
limites por debajo del umbral de deteccidn. Sin embargo, a partir de las 16 horas de
incubacién in vitro nuestro trabajo demuestra que el hongo empieza a producir NO
en respuesta a la exposiciéon a NO exdgeno aplicado en forma de gas disuelto en
agua. Esta respuesta puede tener importantes implicaciones en sefializacion, ya que
parece que el hongo responde al NO exdgeno produciendo una mayor cantidad de
NO precisamente en el mismo estado fisioldgico en el que la expresion de la
flavohemoglobina disminuye y no es inducida. La sefial mediante NO que genera la
planta en respuesta al patégeno (Hong et al., 2008) es detectada no sélo por las
células vegetales para las que ésta es emitida, sino también por B. cinerea,
produciendo el hongo como respuesta mas NO, el cual va a favorecer el desarrollo de
la HR y, de este modo, la infeccién (Govrin y Levine, 2000). Probablemente la
mayor parte de la produccién de NO observada in planta se deba al NO inducido en
este sistema de retroalimentacion. Dos preguntas surgen en este contexto: como el
NO puede estimular su propia producciéon de NO y como produce NO el hongo.

El NO puede estimular su propia produccion por medio de la desactivacion de
proteinas implicadas en su metabolismo mediante la S-nitrosilacién (Romero-Puertas
et al., 2008). Los mecanismos y las proteinas implicadas en la produccién de NO por
B. cinerea no han sido investigadas. Como se ha argumentado en la seccién de
Introduccién, el genoma de B. cinerea no contiene homdlogos de los genes
codificadores de las enzimas 6xido nitrico sintetasa (NOS) de microorganismos
(Adak et al., 2002; Hong et al., 2003; Pant et al., 2002) a pesar de que otros hongos,
como A. niger, si la tienen. Hemos realizado experimentos con el inhibidor de la
NOS, L-NAME, en cultivos de B. cinerea, experimentos que no han permitido
detectar una actividad NOS clara, ya que la adicién de L-NAME no impide la
produccion de NO, aunque si la reduce. La nitrato reductasa es otra enzima capaz de
producir NO en algas (Sakihama er al, 2002) y plantas (Shi y Li, 2008).

Experimentos de expresion de la nitrato reductasa de B. cinerea (BcniaA) realizados
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en nuestro laboratorio mostraron un incremento de expresion del gen a partir de las
12 horas de incubacién en medio liquido, haciendo de este gen un buen candidato a
ser responsable de la producciéon de NO, al menos en los estadios tardios de
desarrollo del hongo. Sin embargo, experimentos preliminares realizados en nuestro
laboratorio mediante tinciéon DAF-2DA en cultivo in vitro con un mutante niaA
(Levis et al., 1997) no mostraron inhibicién de la produccién de NO. Se hace
necesaria, entonces, la investigacién de la enzima o enzimas implicadas en la
produccién de NO por el hongo para tener una clara imagen del papel que juega el
NO durante las interacciones en las que participa B. cinerea.

Diversos indicios nos indican un posible autocontrol en la produccién de NO
en B. cinerea. En el mutante ABcfhgl no se detecta un incremento de la produccion
de NO y en la infeccioén in planta no se observa un incremento en la HR debido a una
mayor concentracion de NO, lo que nos indica que la produccién de NO por el hongo
debe contrarrestar el efecto detoxificador de NO de la flavohemoglobina. Este
autocontrol también se observo en la infeccion del tipo silveste de B. cinerea y de los
mutantes ABcfhgl en lineas de A. thaliana Atnoal con una menor produccién de NO,
ya que la virulencia no se incrementa en comparacion con el tipo silvestre de A.
thaliana.

El flujo de NO entre el hongo y la planta y su posible transformacién dentro
del micelio estd resumida en la figura 106. B. cinerea es capaz de producir per6éxido
de hidrégeno a partir del anidon superéxido (O;") que resulta de la actividad de la
cadena respiratoria en una reaccion catalizada por la superdxido dismutasa
(BcSOD1) (Rolke et al., 2004). A su vez el peréxido de hidrégeno puede ser
degradado a agua y oxigeno mediante la actividad de la enzima catalasa (Patykowski,
2006). Por otro lado, el NO reacciona con O, produciendo peroxinitrito, pudiendo
éste ser degradado por la accion de la enzima peroxiredoxina (Romero-Puertas et al.,
2007). El NO puede reaccionar con proteinas produciendo S-nitrosilacién y la
consecuente desactivacion de las mismas (Mannick y Schonhoff, 2002). El NO
producido por la planta actia como inductor en el hongo de una mayor produccién
de NO, el cual va a ser excretado, actuando finalmente en los procesos de muerte

celular y HR de la planta, lo cual favorece el desarrollo del hongo.
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ONOO"

HNO,

H0 + O

H>O; - O, 3
uperoxida
i
Senalizacion ! NO

;E S-nitrosilacion

Micelio de B. cinerea

Planta
H202 _’: Muerte celular « NO

Figura 106. Esquema de flujo de NO en B. cinerea.

Las flechas verdes reflejan flujos de moléculas hacia fuera del micelio. Los flujos hacia el
interior del micelio estdn representados por flechas marrones.

B. cinerea parece utilizar los mecanismos de defensa de la planta inducidos
por el NO, tales como la HR, para el desarrollo de la infeccién y en su propio
beneficio. La hipdtesis de la explotacion de los sistemas de defensa de la planta por
parte del hongo ya ha sido discutida por otros autores (van Baarlen et al., 2007).
Incluso el estrés oxidativo experimentado por la planta puede ser utilizado para
aumentar la adquisicién de nutrientes en hongos patégenos (Oliver y Solomon,
2004). Se deduce, entonces, que la inhibicién de la muerte celular en plantas
favorece la resistencia a B. cinerea y se muestra como un potencial agente de control

de patégenos que inducen muerte celular (Imani et al., 2006).
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6. VARIACION EPIGENETICA EN
BOTRYTIS CINEREA

La transformacion de B. cinerea mediante la obtencién de protoplastos
produce alteraciones fenotipicas en las cepas regenerantes obtenidas. Este fenotipo se
traduce en un incremento en el crecimiento saprofitico, en la reduccién de la
produccion de conidios y en el aumento de la produccién de esclerocios. En todas las
transformaciones realizadas con nuestro tipo silvestre y en todos los regenerantes
obtenidos se observo este fenotipo. La posibilidad de que el fenotipo se deba a un
transposon, una contaminacién por ADN u otro acontecimiento producido por la
alteracién de secuencias de nucleotidos durante la transformacion es improbable
debido a la uniformidad de los regenerantes obtenidos en diferentes experimentos de
transformacion.

El proceso de transformacién parece producir un cambio en el fenotipo
probablemente debido a alteraciones de tipo epigenético que determinan el
silenciamiento o activaciéon de genes mediante fendmenos de alteracion de la
cromatina tales como la metilacion de ADN o la alteracidn de histonas (Choi y Kim,
2008). El cambio epigenético inducido es estable y altamente reproducible y podria
ser una respuesta de adaptacion al estrés ocasionado durante la transformacién. Estas
adaptaciones le permiten al hongo facilitar su supervivencia bajo condiciones de
estrés. Por una parte, los esclerocios son estructuras de resistencia que permiten al
hongo soportar condiciones adversas, en oposiciéon a los conidios que son menos
robustos pero permiten una mds ficil y eficiente diseminacion. Si nos fijamos en el
ciclo de vida del hongo (Fig. 3), éste produce esclerocios al final del otofio en
respuesta a condiciones de estrés para asi soportar los rigores del invierno. Por otra
parte, el crecimiento saprofitico mds rdpido puede permitir al hongo explorar més
territorio y asi tener acceso a una mayor cantidad de recursos.

El cambio epigenético durante la transformacién de B. cinerea hace que sea
imprescindible prestar una atencién particular a los controles con los que se
comparan los mutantes obtenidos haciendo uso de procedimientos de transformacion.

En el presente trabajo se han comparado los mutantes y transformantes obtenidos con

225



Papel del NO en B. cinerea

regenerantes obtenidos en un mismo experimento de transformacion para evitar, asi,
falsos positivos derivados del fenotipo producido por la variacion epigenética.

La misma cepa (B05.10) conservada en otro laboratorio no presentaba
variaciones de crecimiento saprofitico en relaciéon con sus regenerantes. Sin
embargo, estos regenerantes tienen sistemdticamente un mayor desarrollo de
esclerocios y una menor produccién de conidios, lo que demuestra una variacion
epigenética similar a la mostrada con la cepa de nuestro laboratorio. Las diferencias
entre la cepa de nuestro laboratorio y la del Profesor Paul Tudzynski probablemente
se deban al proceso de conservacién seguido. Como menciondbamos anteriormente,
las variaciones epigenéticas se deben probablemente al estrés sufrido por el hongo y
por ello, cualquier situacion de estrés durante el almacenamiento de la cepa podria
ocasionar variaciones epigenéticas. Todavia no hemos podido revertir la variacién
epigenética modificando las condiciones de cultivo, por ejemplo utilizando un medio
de cultivo enriquecido con extractos vegetales.

En hongos filamentosos los cambios epigenéticos sin alteracion de la
composicién de ADN constituyen un mecanismo que puede servir como sistema de
defensa y/o desactivacién de secuencias repetitivas y elementos mdviles del genoma
(Selker, 1997). Sin embargo, el sistema de silenciamiento que hemos descrito parece
ir mas alld, ya que permite al hongo cambiar fenotipicamente en respuesta a

condiciones de estrés para poder, de esta forma, adaptarse a su medio ambiente.
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7. MODIFICACION DE LA EXPRESION
DE BCFHG1

El aumento de la expresion de Bcfhgl cuando ésta es reducida de forma
natural en el hongo podria mostrar los efectos de la degradacién de NO en estos
estados fisiologicos. Con este objeto, hemos tratado de expresar el gen Bcfhgl de
forma constitutiva bajo el control del promotor del gen triptéfano C de A. nidulans
(PtrpC), utilizando un marcador seleccionable también bajo el control del PtrpC.
Desafortunadamente, la transformacion con el gen Bcfhgl bajo el control de PtrpC
no tuvo €xito, no obteniéndose transformante alguno. A diferencia de lo que sucede
en otras especies de hongos filamentosos, el PtrpC no funciona en B. cinerea, no
siendo recomendable su uso.

Debido a que parece que B. cinerea nivela la cantidad de NO producido
mediante un sofisticado sistema, no se han considerado mas experimentos sobre la
sobreexpresion de la flavohemoglobina en este organismo. Sin embargo, la expresién
de la flavohemoglobina de E. coli en Arabidopsis reduce el choque por NO inducido
por patdgenos in planta (Zeier et al., 2004), lo que podria reducir la infeccion del

hongo.
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8. SILENCIAMIENTO EN B. CINEREA

El “quelling” en hongos resulta de la introduccion de un transgen con la
consecuente reduccion de la expresion del gen mediante un sistema similar al ARN
de interferencia de mamiferos o la cosupresion en plantas (Fulci y Macino, 2007). El
tamafio minimo del transgen con homologia al gen objetivo para producir quelling en
N. crassa es de 132 pares de nucledtidos (Cogoni et al., 1996). Posteriormente el
ARN transcrito a partir del transgen es procesado generando pequefios fragmentos de
25 nucleétidos (Catalanotto et al., 2002). Otros tipos de silenciamiento estudiados en
hongos filamentosos son el RIP (“Repeat-induced point mutation”) y MIP
(“methylation induced premeiotically”’) (Irelan y Selker, 1996). Fenémenos tipo RIP
han sido observados en N. crassa, A. niger y Penicillium chrysogenum (Braumann et
al., 2008). El “quelling” se presenta como una herramienta genética que ha
encontrado aplicacion en hongos filamentosos como Venturia inaequalis (Fitzgerald
et al., 2004), M. oryzae (Kadotani et al., 2003) o N. crassa (Cogoni et al., 1996).

En B. cinerea no se han descrito fenémenos de silenciamiento. Sin embargo,
en el presente trabajo lo hemos observado en dos genes diferentes. El silenciamiento
del gen codificador de la enzima arginino succinato sintasa de B. cinerea produce la
reduccion en la expresion del gen a diferentes niveles, reduccidon que esté relacionada
con el grado de auxotrofia a arginina que muestran las cepas silenciadas.

El silenciamiento de la flavohemoglobina de B. cinerea produce una
reduccién de la degradacion de NO con respecto a la observada en el mutante
obtenido por reemplazamiento génico. Sin embargo, la reduccién en la degradacion
de NO s6lo es observada en los transformantes silenciados en mayor medida (menos
de un 10 % de la expresion normal del gen), ya que los transformantes que estdn
silenciados en una menor proporcién (entre un 20 y un 50 % de reduccion de la
expresion) muestran una capacidad de degradaciéon de NO similar a la del tipo
silvestre. Este resultado nos demuestra una vez mads la alta eficiencia de la enzima
BcFHGI. La reduccidn parcial en la expresion de un gen dado podria ser interesante
para investigar los efectos de una menor concentraciéon de enzima sin eliminarla

completamente y de este modo estudiar genes esenciales o multicopia.
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El método usado en el silenciamiento se basa en la introduccién en el extremo
3’ de la regidn codificante del gen de seleccion, que en nuestro caso fue la resistencia
a higromicina, de un fragmento de 300 a 400 nucleétidos de la regién 3° de la regién
codificante del gen diana seguido de su terminador. En un primer paso se amplifica
la regién 3’ de la secuencia codificante del gen diana con su terminador, que servird,
a su vez, como terminador del gen de resistencia a un antibidtico utilizado como
marcador seleccionable. Por otro lado, se amplifica el promotor del gen OliC de A.
nidulans junto con la secuencia codificadora del gen que proporciona resistencia a
higromicina. Finalmente, mediante PCR se amplifican conjuntamente los dos
fragmentos anteriores resultando en una construccion en la que tenemos un promotor
y terminador que regulan conjuntamente la expresion tanto del marcador de
resistencia como de la construccién de silenciamiento. Esta metodologia simplifica
considerablemente la preparacion de las construcciones de transformacién para
producir silenciamiento, reduce el tamafio de la secuencia introducida en el hongo y
se muestra potencialmente eficaz en el silenciamiento de cualquier gen.

Nuevos sistemas de silenciamiento mediante un doble promotor han sido
utilizados en M. oryzae para la investigacion de las rutas de sefializacién de Ca®*
(Nguyen et al, 2008) con una eficiencia ligeramente inferior a sistemas mds
convencionales mediante estructuras tipo “hairpin” (Nakayashiki et al., 2005). A la
vista de los resultados obtenidos en nuestro sistema de silenciamiento y observando
resultados similares en términos de eficiencia a los del sistema dual de
silenciamiento (un 30-40 % de los transformantes presentan una reduccién de la
expresion en mas de un 50 %), nuestro sistema resulta enormemente interesante
debido a la sencillez del disefio de la construccién y a la rapidez con la que ésta

puede generarse.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones de la presente tesis doctoral se pueden resumir en los

siguientes puntos:

1- B. cinerea tiene un tUnico gen codificador de enzimas tipo flavohemoglobina, el
gen Bcefhgl.

2- Bcfhgl se expresa durante todos los estados de desarrollo del hongo, excepto en
esporas en reposo, alcanzando un maximo de expresion durante la germinacién
de esporas y decayendo ésta posteriormente. La expresion de Bcfhgl aumenta 5
veces cuando se aplica NO exdgeno a esporas recién germinadas. Sin embargo, el
incremento en la expresion determinado por NO exdgeno es muy reducido en
micelio maduro. El nivel de expresion de Bcfhgl in planta es maximo a las 8 hpi,
reduciéndose en un 70-75% entre las 12 y las 120 hpi.

3- La expresion de la proteina BcFHG1 en una cepa mutante de S. cerevisiae
deficiente en la actividad de la enzima flavohemoglobina proporciona evidencias
bioquimicas y genéticas de que la proteina codificada por el gen Bcfhgl es una
enzima flavohemoglobina que metaboliza NO.

4- Al menos una de las funciones de BcFHGI1 es la detoxificaciéon de NO en B.
cinerea de una manera rapida y eficiente, presentando la enzima, ademads, una
gran afinidad al NO.

5- BcFHGI1 confiere proteccion a NO pero no es esencial para patogenicidad.

6- B. cinerea produce NO tanto durante el crecimiento saprofitico como durante la
interaccion con la planta, NO que podria contribuir al desarrollo de la infeccion.
Esta produccién de NO es, ademds, estimulada por NO exdgeno.

7- La transformacién de B. cinerea mediante protoplastos induce una variacién
epigenética que se refleja en los transformantes y regenerantes obtenidos. Este
cambio epigenético es, probablemente, producido por el estrés ocasionado
durante el proceso de transformacién y puede servir como adaptacién a las
condiciones de estrés.

8- El promotor del gen del #rpC de A. niger no es funcional en B. cinerea.
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9- El silenciamiento de Bcfhg1 produce una reduccién de la expresion del gen y de la
funcién de la enzima. Una nueva construccién de silenciamiento realizada
mediante PCR y consistente en el promotor del gen OliC, el gen de resistencia, y
la secuencia 3’ del gen a silenciar seguido de su terminador, se muestra como un
método répido y eficaz para la realizacién de estudios de funcién génica en B.
cinerea.

10- Las evidencias experimentales obtenidas sugieren que B. cinerea modula los
niveles de NO durante su interaccién con el huésped para explotar la HR de la

planta y facilitar el progreso de la infeccion.
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DETECCION DE LA PRODUCCION DE NO EN B. CINEREA
MEDIANTE TINCION CON DAF-2DA EN TOMATE A
LAS 48 HPI

80.00 pm IR
80.00 pm

80.00 pm 40.00 pm

40.00 ym

40.00 ym

237



Papel del NO en B. cinerea

40.00 pm
40.00 ym

40.00 ym

80.00 pm

80.00 pm

40.00 pm

238



Apéndices

80.00 pym 40.00 ym

80,00 pm e
o 40.00 ym

80.00 ym 80.00 ym

239



Papel del NO en B. cinerea

80.00 ym
80.00 um

20.00 pm
80.00 pm

80.00 ym 40100 pm

240



Apéndices

80.00 pm

40.00 ym

80.00 pm

40.00 pm

40.00 ym

20.00 pm

241



Papel del NO en B. cinerea

40.00 pm RS S
80.00 ym

80.00 pm

40.00 pm

40.00 PRI
i 40.00 ym

242



Apéndices
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